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Pa ul E h 且ich は ､ 化 学 療 法 の 原 理 の 創 始 者 と し て 1904
年TTy pa n OSO m a に 対 し ､ TTy pa n r ed の 有 効 性 を 立 証 し ､
1 909年 に 且且e x a ndeT F le mi王1g はPe nicil l まu81 n Otatu m か
らPe nici･1 1 in を 発 見 し ､ 初 め て 抗 生 物 質 に つ い て の 概 念
を 導 入 し た ｡ し か し ､ Try pa n r ed の 有 卦 性 が 縫 め ら れ た
同 年 ､ 19 0連年 に ､ 早 く もTry pan r ed耐 性 Try par1 0S Oma
br u c eiが 萌 わ れ ､ ペ ニ シ 7] ン 発 見 か ら わ ず か 半 世 紀 の 今
日 ､ 耐 性 菌 の 分 離 頻 度 は ､ 年 を 経 る に 従 い ､ 増 加 の 一 途
を た ど り ､ 鯨 沫 医 学 上 大 き な 関 克 と な っ て い る ｡
こ の 過 酷 な 耐 性 菌 と の 闘 い に お い て 必 要 な 知 織 は ､ 耐
性 選 任 子 の 起 顔 ､ 発 現 践 構 お よ び 薬 剤 耐 性 の 生 化 学 的 機
構 で あ る ｡ 薬 荊 耐 性 の 生 化 学 的 機 構 と し て は ､ 次 の 様 な
も の が 考 え ら れ て 凍 て い る ｡
(i)阻 害 を 受 け る 反 応 を 迂 回 す る 代 わ り の 代 謝 経 路 ( by
pa s
･
s) が 出 来 る ｡ (ス ル ホ ン ア ミ ド 荊 ､ ト 7) メ ト プ T)
ム 等 の in vi tr oの 耐 性 菌 に お い て の み 見 ら れ る ｡ )
(2)葦 剤 を 不 清 化 あ る い は 分 解 す る 併 用 ｡ す な わ ち 酵 素 尊
者 獲 得 す る か ､ 増 強 す る ｡ ( ♂ - テ ク タ ふ 抗 生 物 輩 ､
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ､ ア ミ ノ 配 塘 路 抗 生 物 質 等･ に 対
し て ｡ )
(3)細 粒 栄 膜 の 変 化 に よ り 細 菌 細 梅 内 透
､
過 性 が 低 下 す る ｡
(テ ト ラ サ イ ク 7) ン 等 に 対 し て ｡ )
紬 薬 剤 に よ り 阻 害 を 受 け る 酵 素 ､ あ る い は 因 子 の 増 加 に
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よ る . (ス ル ホ ン ア ミ ド 荊 ､ ト T] メ ト プ 7] ム 等 に 対 し
て ｡ )
(5)薬 新 帝 用 点 の 変 他 に よ る ｡ ( マ ク ロ ラ イ ド 群 抗 生 物 質 ､
ア ミ ノ 配 糖 体 抗 生 物 輩 ､ ') フ ァ マ イ ,? ン ､ ナ 7] ジ キ シ
ン 酸 等 S= 対 し て ｡ )
こ の う ち ､ (2)(3=4)の タ イ プ の 耐 性 機 構 は ､ プ ラ ス ミ ド
(p la smi d ､ 染 色 体 と は 独 立 に 白 樺 複 製 ､ 増 殖 可 能 な 細
掩 蛮 性 因 子) に よ る こ と が 多 い が ､ (1)(5)は 染 色 体 性 遺 伝
子 支 配 で あ る こ と が 多 い (Tab le 1) ｡
薬 荊 耐 性 菌 の 起 顔 は ､ (1)革 新 の 存 在 と は 無 関 係 に ､ も
と も と 自 然 界 に 少 数 存 在 し て い た 耐 性 菌 が ､ 人 間 に よ る
費 前 の 使 用 に よ り 選 択 的 に 増 加 し た ､ (2)染 色 体 遺 伝 子 の
突 然 変 異 や 外 部 か ら の 耐 性 遺 伝 因 子 の 獲 得 に よ る ､ (3)杏
来 娃 別 の 生 理 的 意 義 を 持 つ 因 子 が ､ た ま た ま 薬 剤 の 阻 害
を 軽 減 す る 性 質 を 持 ち ､ そ の 作 用 が 増 強 さ れ た ､ な ど の
幾 つ か の 可 能睦 が 考 え ら れ る ｡
プ ラ ス ミ ド 性 と 染 色 体 性 の 両 方 の 遺 伝 子 支 配 の 例 が 知
ら れ る と い う 意 味 で 興 味 あ る の が ､ ♂ - ラ ク ダ ム 瑳 を 間
髪 さ せ る 酵 素 β - テ ク ク マ - ゼ ( ♂ - 1a cta m as e ､
E C35 26) で あ る ｡ ♂ - ラ ク ク マ - ゼ は ､ } ペ ､ ニ シ 7) チ - ゼ
(pe nici l l in a s e､ P Ca s 8 ) 型と セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ
(cephalo spo rin a s e､ C Sa s e) 型と に 大 別 さ れ る ｡ 前 者
は ペ ニ シ リ ン ､ 後 者 は セ フ ァ ロ ス ポ リ ン を そ れ ぞ れ 基 輩
と し て 好 む β - ラ ク ダ マ - ゼ で あ る (F igu r el) ｡
ペ ニ シ T) チ - ゼ は ､ 葦 荊 耐 性 プ ラ ス ミ ド (R プ ラ ス ミ
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- ん
ド) に 支 配 さ れ て い る こ と が 多 い の が 特 敵 で あ る ｡ 薬 剤
耐 性 プ ラ ス ミ ド は ､ 細 菌 の 多 く の 抗 生 物 紫 に 対 す る 耐 性
の 凝 あ 主 要 な 原 因 で &
'
る ｡ 最 近 多 荊 耐 性 R プ ラス ミ ド 上
の 薬 剤 耐 性 適 氏 子 は ､ ト ラ ン ス ポ ゾ ン ( Tr a n spos o n ､
Tn) の 転 移 が 集 碗 さ れ た も の で あ る こ と が 明 ら か と な っ
て 発 た ( I ) ｡ ト ラ ン ス ポ ゾ ン と 壮 ､ 一 定 の 輯 追 と 観 能 を
保 持 し た ま ま で ､ レ プ 7) コ ン 閤 を 転 移 す る 遺 伝 且 ニ ッ ト
で あ る ｡ 打edg e sお よ び Ja c ob ( 2 ) に よ り1'974年 に べ ニ シ
7) ン 耐 性 適 任 辛 が 5 kbの 単 級 で ､ プ ラ ス ミ ド 閤 を 転 移 す
る こ と が 発 見 さ れ た の が 最 初 で あ る ｡ ま た ､ 1 973年 に ､
saedler お よ びS ta Tl･inge r( 3 ) に よ っ て ､ Es che Tich ia
c ol iの ガ ラ ク ト - ス オ ペ ロ ン の あ る 硬 の 変 異 が 挿 入 配 列
(In s e rt io n Seqtl e n C e､ .ⅠS) と 呼 ば れ る D N且 断 片 の 挿 入
に よ り 引 き 起 こ さ れ た こ と が 発 見 さ れ た ｡ こ の I S に挟 ま
れ ､ タ ロ ラ ム フ 丘 エ コ ー ル 等 多 く の 耐 性 遺 伝 子 が レ プ T)
コ ン か ら レ プ リ コ ン へ と 転 移 し て い る ( ら ) (5 )｡ R プ ラ
ス ミ ド に 支 配 さ れ る β - ラ タ ク マ - ゼ 娃 ､ 現 在 の と こ ろ
す べ て ペ ニ シ 7) チ - ゼ で あ り ､ 基 紫 特 異 性 お よ び 免 疲イヒ
学 的 に ､ Ⅰ 型 (あ る い はT E 凹型) ､ オ キ サ シ 7) ン 分 解 塑
(Ⅱ ､ Ⅲ 型 ､ あ る い は0ⅩA - 1 ､ 2 ､ 3 型) カ ル ペ ニ シ 1)
ン 分 解 塑 (Ⅳ 型 あ る い はP SE型) の 3 硬 に 大 別 さ れ て い
る ｡ R プ ラ ス ミ ド 上 の ペ ニ シ T) チ - ゼ は 構 成 的 に 産 生 さ
れ ､ 同 じ 型 の ペ ニ シ 7) チ - ゼ が ､ 法 範 囲 の グ ラ ム 陰 性 菌
雀 に 存 在 し て い る ｡ こ の ペ ニ シ リ ナ - ゼ 生 産 の 畳 的 謝 節
娃 ､ プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 と ､ ア ロ モ ー タ ー の 強 蕗 に よ
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る こ と が 知 ら れ て い る ( 6 ' ( 8 ) ｡
こ れ に 射 し ､ せ フ ァ ロ ス ポ 7).サ ー ゼ 型 は ､ 薗 聴 樽 巣 的
で あ り ､ 大 部 分 が β - ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 容 顔 尊 敬 質 と す
る 誘 尊 酵 素 と し て 産 生 さ れ ､ 今 ま で の と こ ろ グ ラ ム 陰 性
菌 凄 で は 2 つ の 飼 養 除 い て iま ､ 染 色 体 遺 伝 子 支 配 で あ る ｡
2 つ の 例 と は ､ Pr o七eu s miT ab i l is で 見 つ け ら れ た ､
題 1 2 2E ( 7 ) とAchr o m oba cte r で 見 い 出 さ れ た ペ ニ シ 7) ン
と セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 双 方 を100 %近 く 永 解 す る 型 で あ る
( 9 ) (10 )
｡ 但 し ､ 詑22一 首 はE. c o旦i の 染 色 体 性 セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝 子 が 自 然 界 で プ ラ ス ミ ド 上 に ､ お そ ら
く 組 み 換 え 練 構 に よ り ､ 移 っ た も の と 考 え ら れ て い る ｡
ま た ､ ♂ - テ ク ク マ - ゼ は ､ 塩 基 配 列 ､ ア
､
ミ ノ 敵 組 成 ､
活 性 中 心 等 の 特 徴 か ら ､ ク ラ ス A ､ B ､ C の 3 分 類 が 最
近 な さ れ て い る (ll ) (12) (Tab le 2) ｡
ま た ､ 定ichm o nd等 (13.) に よ れ ば 染 色 捧 性 β - ラ ク ダ マ
- ゼ は ､ ク ラ ス Ⅰ ､ Ⅱ ､ お よ ぴ Ⅳ に 分 類 さ れ る (Table
3) ｡ ク ラ ス Ⅰ は ､ 最 も 多 く ー グ ラ ム 陰 性 菌 獲 で 見 い 紐
さ れ る 酵 素 で ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 類 を ペ ニ シ リ ン 類 よ り
5 - 1 00倍 水 解 す る ｡ ク ラ ス Ⅰ 生 産 菌 鍵 と し て は ､
C i troba cte r ､ Ente r oba cte r､ イ ン ド - )V 陽 性Pr ote us ､
Pr o vi de n cia ､ Ps e l王do m o n a s､ Se r r a七ia お よ び ¥e r sinia
の 様 な 顔 導 塑 と Es che rich ia c ol i､ Acin etoba cte r ､
Bacte r oide s fr agi l is ､ S h ige1 1a お よ び Salm o n el la の 練
な 構 成 型 が 知 ら れ て い る ｡
ク ラ ス Ⅱ 酵 素 は ー セ フ ァ ロ ス ポ T) ン 類 を は と ん ど 永 解
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Table 2 Cla s sif1
'
c a七io n of β- la c七a m a s es on 七he ba sis of
a min o a cうds s eque nce of DNAs equ e n c e
Cla ss S tr ain MW eb fa c七o r Es s e ntial.
a min o a ci d
r e sヰs七a n c eim
a ctl
.
V e Si te
E8eh@piehia eo乙i R- でEM
BaeiZlu8 0eP eu 8569/‖ ･ `
Baoi之ヱu8 Liehenifo mi8 749/C
S*呼hi Loeoo eu 8 a u r,e u 8PCl
Ba ei 乙ヱu8 e ePe u8 569/H
29,000 n o n Se
■
rin e
23,00 Me七al
(zn
2＋
)
E8 0he戎 ehia e oヱi K-12 (■叩 C) 39,00( 卜判O n .Se rin e
P8 eudo m o n a8 ae mg m O 8a
●
7
Tab一e 3 Chy'o m o s o m a11y m ediated β- la cta m a s e s
S tr ain s which prod
T
u c e c一as s I ch'r o m o s o m al β- la cta m a s e
Imdu cible produ ction Co n sti tu七iv epr odu ctio n.
抄 o 由 u 8 m Or'gmaii
f bo 由 u 8 P e士ig@ pi
抄 oお u 8 VuZ･ga pi8L
ChTO mObaoie p vio之ae em
Oi舌270ba ete p ae p ogen @ 8
肋 *e p oba e由 p ae p oge ne 8
加 ゎ pobae＋epLe‡o aqa@
P8 e udomon a 8 ae m gm P8 a
■
P8 B udom oyu28 e ePaPiar
Se ヱT,a＋ia mm e e8ee甲声
re p 8inia e n由 poeo乙i舌iea
Ba eね m iくお耳
‾fpagi乙i8
Ci舌poba e舌e r･ ko 8e ヱ花
物*elQObae 由 p a@pogen e8
E8 eh@ pi占hia e o‡i
Levin e a ma乙on a銘 ea
P8 eudbm o n a 8舌e8io8士e TOni
SaLmo n @u a gaZLin.qTW n
SaLm on e乙La 七yp7iimupiw n
Shigeua 80 nn ei
J弛ige乙ヱa fZ･e m e ヱ吃
Yep8inia en士epoeo乙i七iea
Str ains which pr odu c e.c･l･a s sII chro m6s
'
om al β-1a c七a m a s e
AeTOmOn a 8uquefa eiens
Bae七e poiゐ8 eろo8＋piあifo mi8
p8 e udo m o7W 8 aePLigino 8a (halgl占ish e n zym e)
P8 e udo m on a 8 塊 oma 8i
Str ain s which produ c e cla sIVchr o m o s
･
o m al β- 1a cta m a s e
Bacie poide 8 m e乙α柁in ogenigu 8
Ba占七e270ide8 0Taヱi8
Aep oba e＋e r, e乙oae a e
Eteb8ie乙乙a aei70ge n e8
K乙eb8i8ヱ乙a o B aO nae
K乙eb8iB乙乙a pn e w no iae
Nei88 eユ吃a e a士a rT42a乙i8
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し な い ペ ニ シ y ナ - ゼ 塑 で ､ Ae T O m O n a S
Ps e udo 約On a S aL er ugin o sa ､ PB 飢 do m o n a s
･1 iqui fa cie n c s
七hom a si i等 で 魔
ら れ る ｡
ク ラ ス Ⅳ 酵 素 は ､ 鑑1ebsiel la 等 で 見 ら れ る 様 に ､ セ フ
ア ロ ス ポ 7) ン 類 ､ ペ ニ シ 7)･ン 類 両 者 に 対 し て ､ 暗 の 庇 い
基 質 特 異 性 を 持 つ β - テ ク ク マ - ゼ で あ る ｡
プ ラ ス ミ ド 性 の β - ラ ク ダ マ - ぜ に つ い て は ､ 多 く の
研 究 者 に よ
'
T, て そ の 産 亀 城 構 ､ 支 配 遺 伝 子 の 臨 播 株 式 等
に つ い て 研 究 さ れ て い る (1い (15) ｡ し か し な が ら ､ 染 色
体 性 β - テ ク ク マ - ゼ に つ い て は ､ Es chc rich ia c oli
(16 )
､ Ba ci l lu s(17) (Ilる ) ､ ps e.udo m o n a s
(19 )等 で 若 干 の
ヽ
知 見 が 得 ら れ る の み で ､ 特 に そ の 顔 導 産 生 槻 梯 に つ い て
は ､ ほ と ん ど 解 明 さ れ て い な い ｡
そ こ で 著 者 は ､ こ の 碗 導 産 生 機 構 の 鮮 明 番 目 約 と し て ､
最 も 典 型 的 な セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ 塑 β - テ ク ク マ - ゼ
を 生 産 し ､ か つ 臨 床 医 学 的 に も 重 要 度 の 高 い 菌 獲 で あ る
C i tr oba cte r fr e u nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 対 象 と
し て ､ 分 子 適 任 学 的 研 究 に 着 手 し た ｡
本 始 文 は ､ 三 尊 か ら 構 成 さ れ る ｡
第 一 章 で は ､ C i 七r oba cte r fr e u nd i i G N34 6の セ フ ァ ロ
ス ポ リ ナー- ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 構 造 解 析 に つ い て
記 述 し た ｡
第 ニ 章 で 結 ､ Ci tT Oba cte r fr e u nd i i G N346の セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ の 読 導 産 生 様 式 と そ の 御 伽 機 構 に つ い て ､
遺 伝 学 的 解 析 巷 行 っ た 結 果 を 記 し
.
た ｡
- 9 - -,
第 三 章 で は ､ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ci もT Oba cもe T
fT eu 皿d i i GN346の せ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 遺 伝 子 の ､
藍s ch 紺 icぬia co呈i等 飽 薗 礎 に お は る 発 現 を 検 討 し た 結 果
を 記 し た ｡
- 10 -
解 乱 費 旺 且 恕 T O 馳 盈 C 七 母 T
暦 濫 - 噂 胤及 m 趨 息 嵐 紅蒜 肘 3 塊 践 収) 健
ア 壷 駈認 ニ乳 JT# び づト - ゼ
遭 既 頂こ 助 辞 駐署 - こ= L 3/
ダ 藍 構 壷塩 解 断
c i もT Oba c七8 T fT eu nd ii G N3 珪6披 ､ Å 晴 嵐 由 来 の ペ ニ シ
T] ン お よ び セ フ ァ ロ ス ポ T] ン 轟 β - ラ ク ダ ム 抗 生 物 栄 高
度 耐 性 菌 で あ る ｡ 1 965年 に 日 本 で 分 離 さ れ た (ヨ6 ) ｡
第 1 静 C 畳もr oba c七e T･ fT 別 nd i G 肘3逢6の せ フ ァ ロ ス ポ 7)
チ - ゼ 遺 伝 子Lの ク ロ ー ニ ン グ
c i tT Oba cもe r fT 跳 nd i iG N346の 染 色 体D NAを 鋼 製 し ､
制 限 酵 素Ec o定Ⅰ で 切 断 し た ｡ 得 ら れ た D N A断 片 を シ 訂 ツ
ト ガ ン 法 で ､ 御 隈 酵 素Ec oR Ⅰ で切 断 し た ベ ク タ ー プ ラ ス
ミ ドp抄展1に T47) ガ ー ゼ を 招 い て 結 合 し ､ 形 質 転 換 法 に よ
り ､ Esche richia c ol i 正一 1 2C600へ 導 入 し た ｡ ト ラ ン ス
フ ォ ー マ ン ト を カ ナ マ イ シ ン25p g / mlお よ び セ フ ァ ロ
T) ジ ン12｡5 p g / ml含 有 マ ッ コ ン キ ー 寒 天 平 板 で 選 択 し
た ｡ 得 ら れ た ク ロ ー ン を さ ら に ､ L分 離 純 培 養 し ､ 1 2ク ロ
ー ン を コ ロ ニ ー 韓 菌 法 の O.8 %ア ガ ロ ナ ス ゲ ル 電 気 泳 動 ･
に か け た と こ ろ ､ い ず れ も 同 じ 大 き さ の プ ラ ス ミ ドD N A
を 所 有 す る こ と を 確 報 し た (Figu r el - 1) ｡ そ の う ち ､
3 タ ロ - ン か ら ､ プ ラ ス ミ ドDN且 を 鋼 製 し ､ 制 限 酔 秦
- l l -
Ec o澄Ⅰ で 切 断 後 ､ 0｡.8 %ア ガ ロ
- ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ
た (F igu T el - 2) ｡ す べ て の 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド 娃 ､
2 つ の 共 通 なEc o定Ⅰ フ ラ グ メ ン ト ､ す な わ ち ､ 12.0奴b の
pM Elフ ラ グ メ ン ト と7.3k b の タ ロ - エ ㌢･グ さ れ た フ ラ グ
メ ン ト か ら 成 り 立 っ て い た ｡ こ の う ち の 一 つ をpT Y7 1 と
命 名 し ､ 以 後 の 解 析 に 用 い た ｡
第 2 節 ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝
子 の 確 穂
E. c ol i で は､ 染 色 林 地 図 上 94.3分 に ､ E . col i 特 異
的 β - ラ ク ク マ - ゼ を 支 配 す る 遺 伝 子B R R旦 の 存 在 が 知 ら
れ て い る (20) ｡ 但 し ､ こ の 菌 種 特 異 的 β - ラ ク ダ マ - ゼ
の 生 産 量 は 一 般 に き わ め て 低 い (21 ) ｡ 得 ら れ た pT y7 1 保
持 菌 が ､ 確 か に C . fr e und i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達
一■■{ 一
● ■■ ■■ ■ ■■ ■■ ■ ■■ ■ ■■ ■■ ■■ ■ 一 ■■ ll ■一 ■l ■■■■ ■■ I
伝 子 を 持 ち ､ 旦牡臣旦の 変 異 に よ る セ フ ァ ロ . ス ポ 7) チ - ゼ 産
生 登 上 昇 株 で は な い こ と
I
を 確 藷 す る 必 要 が あ る ｡ 形 質 転
換 に 用 い た旦. s RiiC60 0 はく Jβ - ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 感 受
牲 で あ る が ､ 非 常 に 低 い レ ベ ル で の E. c ol ま
●
- ■ ■ ■ ■ ■ -
特 異 的 β -
テ ク ク マ - ゼ の 産 生 が 務 め ら れ た ( (Tab le 1 - 1)
し か し ､ こ れ は C. fr e und i iの セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ と
の 基 紫 特 異 性 の 明 ら か な 差 異 に よ り 区 別 が 可 能 で あ る ｡
隻. c ol i C60 0/ pT 官7 1 ＋ よ り 産 生 さ れ る セ フ ァ ロ ス ポ 7)
チ - ゼ は ､ そ の 親 株 で あ る C. fr e tl nd i i G･N346 と一 致
し た 基 質 特 異 性 を 示 し て い た ｡ 旦.
- 1 2 -
c ol 呈 C600に 特 異 的 な
c d @ 骨 g 醜 亀 眉 観 官 醐
C恥r.
C C C
Figu r eト1 Aga r o s egel ele ctr opho r e sis of colo ny lys ate s pr epa r ed
fr o m str ain s c a r ryl ng Pa r e ntal pla s mi d
l
a nd r e,c o mbim a nt pla s m 1
'
ds ･
Ele c七r opho r esis w a spe rfo r m ed in 0. 8
o/a ag早rOS efo r6 ho u r s at 90mA･
Tr a cks : a- l.; r e c o mbin a nt pla s mi ds clo n edqSa s ege n e s of a. fp e undii,
m; pTY71 DNA. Chr ‥ GCC, Lin e a r a nd OC indic ate chr o m o s o m al DNA,
pla s midc o v ale ntly clo sed cir c ula rDNA, pla s nid l in e a rDNAI a nd
pla s midope n cir c ula rDNA, r e spe ctiv ely･
a
払
¢
a
℡
Figur e ト2 Aga r o s egel ele ctr opho r e sis of DNA fr agm ents afte r
e ndo nucle a s edige stio n wi thEeoRI･
,
-Ele ctr opho r e sis has pe rfo yTn ed 紬
0.8% aga r o s efor 4 ho u r sat 80V. Tr a cks : a; HindIII dige sted
' l DNA,
b; pM Kl, c' e; pla s mid DNAcloned CSa s ege n e s of a. fp em dii･
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Table ト1 Subs七r a七e pr ofi一e of c ephalo spor紬 as e speci fied
by pTY7l.
S七r a l
.
∩ Rela七iv e ねte､of hydr olysi
･
s
a)(%) spe ci fic
b)
CER ･ .GE T CEZ CEX P CGa ctivi ty
a. fTeundii
GN346
a. e oヱi
C600
C600/pTY 71
1 0Q 8 174 21 -2 10. 8
1 00 22 8 ND 41 N D 0. 004
1 00 12. 17 4 22 3 0. 43
The e n zym e a ctivitie s of C600w e r e a s s ayed by the mic r o- iodo m etr l
'
c
method a nd the othe r s w e r edo n eby Pe y
.
r et's m ethod.
a) Abbr e viatio n s :CER; c ephalo ri din e, CE T; c ephal･6th.in ,
CEZ; c efa z olin , CEX; c ephale xin, PCG; be n zylpe nicillin ,
N D; n ot dete r min ed. .
b) Units/mg of total c ellula rpr otein .
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せ フ ァ 田 ス ぜ 7) サ ー ゼ 産 盤 登 は 罪 常 に 願 い の で ､ pT ¥71
に よ る セ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー ゼ の 基 蜜 特 異 性 に は ､ 何 ら の
影 響 も 卑 見 て い な も1 ｡
次 に ､ C ｡ fT e 胡 nd i i G柑3凌6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の
家 鬼 抗 血 清 に 対 す る ､ E . c ol i C6 0O/pT ¥71 十 の 産 捜 す
る セ プ ア ･ロ ス ポ 7) サ ー ゼ の 反 応 性 を 翻 ペ た ｡･ 方 鎮 は ､ ミ
ク ロ ヨ ー ド 法 を 周 い ､ 実 験 の 部 Ⅱ の 16) に 縫 っ た ｡
G N34 6の も フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ の 一 定 馨 をG N346の せ
フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ に 対 す る 抗 血 清 と 反 応 さ せ.､ セ フ ァ
ロ ス ポ
■
T) サ ー ゼ 活 性 を 珊 定 し た (F igure l - 3) ｡ 埴 輪
は 加 え た 抗 血 清 の 茸 自 登 ､ 推 軸 披 ､ 抗 血 清 と 反 応 後 の せ
フ ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 活 性 の 同 音 白 登 の 正 常 血 滑 を 加 え た
時 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性 に 対 す る 比 率 を % で 表 し
た ｡ C i 七r oba cte r fr e u nd ii妃 ､ そ の 杭 血 清 に よ り ､ セ ア
ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ 清 隆 の 特 徴 的 な 上 昇 が 見 ら れ ､ 飽 和 曲
線 を 掃 く こ と 披 ､ す で に 朝 告 さ れ て い る (22) ｡ E. c oli
C68 0/･ pT Y71 ＋ の 生 産 す る 酵 素 は 親 株 GN346の セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ と 同 様 に こ の 特 徴 的 な 現 象 が 観 察 さ れ た ｡
対 照 と し て 招 い た ､ E｡ c ol a2 55の 生 産 す る E. c ol i 特
■■ l● ■ ■ ■ ■■ ■ ■■ ■l ■ - I
異 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ で は (23) ､ こ の 様 な 杭 血 清 の
効 果 は 見 ら れ な か っ た ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ 里･ 地 吐出 G 肘346 の セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ - ゼ 通 夜 辛 が ､ こ の 組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpT Y71 に ク
ロ ー ユ ン グ さ れ ､ E . c ol i 中 で もC. fr e u nd i iの 菌 雀 特
■ ■ ■■
ー - ■ ■ ■■ ■ l■ ■l …
異 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ヤ を 産 生 し て い る こ と が 確 施 さ
- 1 5 -
メ 声■ ヽ
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&
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田
の
W
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Figu y'e l- 3 Effe ct of a nt トoi七2Vbac*e pf2･e u ndii c ephalospo rin a s e
s e r u m o nthe c ephalo spo rina se s ,a ctivitiers .
0芋 C. f2'e undii GN346, ⑳: a. e ou 255, A : a. e ou C600/pTY 7l.
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れ た ｡
第 3 節 pT ¥71 の 翻 搬 酵 素 切 断 地 図 の 倖 成
ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドp朋濫1 は､ プ ラ ス ミ ドCoI El に カ ナ
マ イ シ ン ト ラ ン ス ポ ゾ ン Tn昆 の 転 移 し た プ ラ ス ミ ド で あ
る ｡ そ の 制 限 酵 素 切 断 地 図 披 ､ Ec o定Ⅰ ､ Ba m壬ⅠⅠ ､
RiRd I I I､ 辿 Ⅰ､ Si iI､ SB I､ Xb 王 に
l
関 し て は¥a m a m ot
等 (2い に よ っ て 作 成 さ れ て い る ｡ プ ラ ス ミ ドCoIEl の 全
塩 基 配 列 は?am ada 等(25) に よ. っ て ､ Tn豊 の ⅠS姐丑 お よ び
王SLOL (Tna 爾 末 端 の in v e T七ed r epe a七 味 造) の DN且 塩
基 配 列 紘Au e T S 柑al d 等 (26) に よ っ て ､ ま た ､ Tna の カ ナ
マ イ シ ン 耐 性 適 旗 手 部 位 の D N A塩 基 配 列 もBe ck等 (27) に
よ っ て 既 に 決 定 さ れ て い る め で ､ ･そ の他 の 制 限 酵 素 切 断
部 位 を 謝 ペ る こ と が で き た ｡ 上 記 の 韻 文 を 基 に し て 飾 っ
た p門琵1の 制 限 酵 素 切 断 地 図 をF igu re l - 4 に 示 し た ｡
周 い た 制 限 酵 素 は ､ Ac cⅠ､ Ba mH I
Ec o宜Ⅰ ､ 打in cI I､ H ind I I I-､ EpnI､
､ Bcl I､ BglII
巧1uI､ PstⅠ､ Sal I､
sm aI､ . X hoI であ る ｡ Bcl I で切 断 す る 時 は ､ da m ＋ (D N A
ade nin e m et hyla s e) の 株 よ り 鋼 製 し たD 村A では ､ 切 断
部 位 の ア デ ニ ン 塩 基 が メ チ ル 化 さ れ 切 断 不 能 な の で ⊥ 旦.
c ol i G H33 (da m
-
) (28) に pT門 1 を形 栄 転 換 で 導 入 し .
た G 凹33/ pT¥7 1 ＋ よ り 鋼 製 し た プ ラ ス ミ ドD N 且を 解 析
に 用 い た ｡ F ig u re l - 5 およ ぴ F igu r el - 6 に こ れ ら 制
限 酵 素 で 切 断 し た pT ¥71D N 且を0. 8 % お よ
l
び 1. 5 91o ア ガ
ー 17 -
ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 巻 示 し た ｡ f‡ind I ‡Ⅰ
切 断 し た A フ ァ ー ジ D N A､ お･よ び 男i且f ‡ で切 断 し た
pB 定3 22D 国魚 を サ イ ズ の マ ー カ ー と し て ､ 制 限 酵 素 切 断 フ
ラ グ メ ン ト の.大 き さ を 求 め た ｡ そ れ ぞ 鞭 の フ ラ グ メ ン ト
の 長 さ を Tab le 1 - 2 に 示 し た ｡ 数 寄 法 ､ 大 き さ の 額
に つ け た ｡
旦生月崇I.で は12k hの El と7.3k b の E2 とに 分 け ら.れ ､ El 比
p門El､ E2 がク ロ ー ニ ン グ さ れ た フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と
は す で に 述 べ た ｡
ま ず Ba m措Ⅰ 切 断 部 位 で あ る が ､ Bl - B4 まで の フ ラ グ メ
ン ト が 詠 め ら れ る の で ､ 4 箇 所 御 節 部 位 が あ る こ と が 判
明 す る ｡ p用度l内 に - 箇 所 あ る の で ヾ E2フ ラ グ メ ン ト 内 に
3 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 す る ｡ Ba mI Ⅰ と Ec o丑Ⅰ の ニ 垂 切 断
に よ り ､ B2 (5 .4k b) は ､ 3.2kb と2.2k b に切 断 さ れ ､
Bl (l l. 7k b) は 8.8k b と2.9k b に切 断 た れ た ｡ 以 上 の 絵
呆 よ り ､ Ec o良Ⅰ 切 断 部 位 か ら の 距 離 に よ り ー 2 箇 所 は 決
足 さ れ た ｡ B3 お よ びB4 は､ E2内 部 の フ ラ グ メ ン ト と 考 え
ら れ る が ､ B3お よ びB4の 額 序 が 明 ら か で な い ｡ そ こ で ､
ajiB!H Ⅰ の 部 分 切 断 を 行 っ た ｡ 1 p g の pT ¥71DNA を 1 ユ
ニ ッ ト の Ba 柑H Ⅰ で5 ､ 1 0､ 15､ 3 0分 と 反 応 '時 間 を 変 化 さ
せ て 処 理 し ､ 0. 6 %ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 結
果 をF igu r el - 7 に 示 し た ｡ フ ラ グ メ ン ト の 大 き さ は ､
Tab le 1 - 3 に 示 し た ｡ 部 分 切 断 の 場 合 ､ 完 全 切 断 で は
観 察 さ れ な い フ ラ グ メ ン ト が 存 在 す る が ､ こ れ は 2 つ 以
上 の フ ラ グ メ ン ト が 切 断 さ れ ず に 縫合 し た も の で あ る ｡
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t
om pa 州 al dige stio n o官
pTY7lwithB m ‖Ⅰ e ndo n u cle a s e｡
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Fr agm e nt Bl＋B3 馴 B2＋B 3＋B 4 B2＋B4 B2 B3＋ 卑 B 3
- 2 3¢ - -
こ れ ら 部 分 切 断 フ ラ グ メ ン 計 の 大 き さ に よ り 相 互 に 隣 り
合 う フ ラ グ メ ソ 恥 の 推 定 が 可 能 で あ る . 2｡ 2k b - 1 ◎5 5k b
(B3) ＋ 0｡ 6 5女b (B郎 ､ ま た6 ｡0 5女b - 5. 舶 b (B2) ＋
a. 6 5女b d (B凌) と 考 え ら れ る の で ､ 盈郎まB2 と邑3フ ラ グ メ
ン ト の 間 に は さ ま れ て お り ､ B2- - → B且- - - B3- - - B針 一 ･B2の 噴 で
あ る と 決 定 し た ｡
pT Y71 披 ､ Bcl i によ りBcl ､ Bc2 ､ 畠c3 ､ 畠c趨 た 分 断
さ れ ､ 切 断 部 位 披 逢 箇 所 で あ る ｡ p朋鑑1に は BcヱI切 断 部 位
が 3 箇 所 あ り ､ Bc2 ､ Bc3 はそ の 大 き さ よ りpM 富1内 部 の
フ ラ グ メ ン ト で あ る ｡ Bcユi 十 Ec o宜Ⅰ の 二 重 切 断 に よ り ､
Bcl は6. 8 1k bと1. 9k b に､ Bc4 は2｡O lk bと0.4 9女b に分 断
さ れ る ｡ こ の う ち ､ 1｡9女b と2｡1o lk bが p田富1に 由 来 す る フ
ラ グ メ ン ト で あ る こ と は 明 ら か な の で ､ Bc4 - Bc3 -
Bc2 1 iBcl - Bc4 の 常 で あ り ､ E2内 の 1 箇 所 の Bcl王部 位
山 ■ ■
が 決 定 さ れ た ｡
BBiⅠ王 切 断 で は ､ 丑gl ､ Bg2 ､ 8g3 の フ ラ グ メ ン ト が
観 客 さ れ た ｡ p朋gl内 の 2 箇 所 の 切 断 部 位 と 擦 ら し 合 わ せ
る と ､ Bg3 はpH 富1内 藤 の フ ラ グ メ ン ト と 考 え ら れ る ｡ し
か し ､ Bgl ､ Bg2 ､ Bg3 を 足 し て も ､ 全 長19.3kb には な
ら な か っ た ｡ Bgl Ⅰl ＋ Eco丑Ⅰ の 二 重 切 断 セ ､ 6 フ ラ グ メ
ン ト に 分 断 さ れ る こ と は ､, Ec oR I
. 切 断 部 位 が 2 箇 所 な の
で ､ BilⅠⅠ 切 断 部 位 は 4 箇 所 で あ る ｡ 克之上 の 結 果 と ア ガ
ロ - ス ゲ ル 上 の で バ ン ド の 感 度 か ら ､ Bg3 は ダイ マ - (
d in er ) で あ る と 考 え ら れ る ｡ Bg3 をBg3 ＋ B畠3
'
と し た ｡
BBII l ‡ 星旦旦雇主 の 二 重 切 断 に よ り ､ Bg3
'
が2 ｡O l反b ＋
- 2 攻 -
0｡ 6 5k b に､ 馳1 が7｡2 8k b＋ 0 ｡8 7k b に切 断､さ れ る の で ､
ぞ れ ぞ れE2内 の 2 箇 所 の 堺 筋 部 鰻 が 決 定 さ れ ､ B$3
'
一
Bg3 - - Bgl
-
- Bg2 ･･- - Bg3
'
の 噂 と 決 定 さ れ た ｡
sal Ⅰで1は ､ ほ ぼ 等 し い 2 つ の フ ラ グ メ ン ト が 観 客 さ れ
t 一 ■ 叫
氏 (Sal とSa2 ) ｡ p円El内 に Sal Ⅰ切 断 部 位 は 1 箇 所 存 在
す る の で E2内 に は 1 箇 所 存 在 す る こ と に な る ｡ S'al Ⅰ †
一 ■ 一 一 - 1- ■ ■ ■
Ec o定Ⅰ の ニ 東 切 断 に よ り ､ Sal は､ 1. 蝕b ＋ 8｡3 6k b に､
sa2 は3｡6砧b 十 5｡9k h に切 断 さ れ ､ E2内 の Sal Ⅰ切 断 部 位
は 中 央 の Ec o定Ⅰ 闇 新 邸 位 よ り1.4k b 右 榔 と 決 定 さ れ る ｡
sm aⅠで は ､ Sml ､ Sm2 ､ Sm3 の 3 フ ラ グ メ ン ト が 観 察
さ れ ､ pM削 内 に は 2 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 す る の で ､ E2内
に は 1 箇 所 存 在 す る こ と に な る ｡ 旦旦旦Ⅰ † Ec oR lの ニ 東 切
断 に よ り ､ Sm2 は1.2 9k b＋ 5.1 5k b に､ Sm3 披2. 1 5k b ＋
3.7 3k b に切 断 さ れ た ｡ ゆ え に Sml はpM Ⅸ1内 部 の フ ラ グ メ
ン ト で あ り ､ 中 央 の 邑旦全長Ⅰ 切 断 部 位 か ら 右 脚5･1 5k b に
Sm aⅠ切 断 部 位 が 決 定 さ れ た ｡
Ac cⅠで 披且1 - 且8 まで の 8 フ ラ グ メ ン ト が 務 め ら れ た ｡
p胡El内 に は 4 箇 所 切 断 部 位 が あ り ､ フ ラ グ メ ン ト の 大 き
さ に よ り ､ 且6､ 且3､ ･ お よ ぴ 且2 はpH El内 部 の フ ラ グ メ ソ I
と 考 え ら れ た ｡ Ac cI ＋ Ec o_R I
の ニ 東 切 断 に よ り ､ 且5 が
1｡3 2k b ＋ 0 .8k h に分 断 さ れ ､ 且5は 中 央 の Ec o良Ⅰ 切 断 部 位
を 含 む フ ラ グ メ ン ト と 考 え ら れ た ｡ ま た 舶 が 二 重 切 断 に
ょ り わ ず か に 小 さ く な っ て い る が ､ A4の 分 断 に よ り 出 て
来 る も う 一 つ の フ ラ グ メ ン ト は ご く 小 さ く ､ こ の 条 件 の
電 気 泳 動 ゲ }L, 写 真 で 披 換 地 で き な か っ た ｡ Ac cI ＋ Ba mH I
- 2 5 -
の ニ 東 切 断 で は ､ p朗富1内 部 の A6 が1. 且k b ＋ 0｡3 紬b に な り
さ ら に 朗 が1｡5 5眺 (B3) ＋ 1｡5 0k b.＋ 1｡ 15紬 † 0｡6 5k b(
B4) の フ ラ グ メ ン ト と し て 分 断 さ れ た ｡ す な わ ちAl内 に
捻 ､ BamE 王 切 断 部 位 が 3 箇 所 存 在 す る ｡ Sal I藷 拍 切 断 部
段 ､ G ↓ T C G Å Cは ､ 鳥c cⅠ藷 轟 切 断 部 位 ､
Å G
G ↓ T o TO TÅ C に包 含 さ れ ､ Al の 左 榔 が こ の Sal Ⅰ切 断 部
C T
位 と 一 致 し ､ 次 い で Alの 石 野 の 切 断 部 位 が B4よ り 右 側
1.12k bと 決 定 さ れ た ｡ A5 とAlの 聞 に で き る フ ラ グ メ ン ト
の 大 き さ 娃 ､ A7に 一 致 し た ｡ 未 決 定 の 領 域 は ､ Alと A4 の
聞 ､ マ ッ プ の 右 端 で あ る が ､ 残 る フ ラ グ メ ン トA8 は そ の
儀 域 に 2 つ 入 る 大 き さ で あ っ た ｡ ま た ､ Ac cⅠ ＋ Bgl ⅠⅠの
二 重 切 断 に よ り ､ A8 が 両脇 の バ ン ド に 比 べ 尊 く な っ て い
た ｡ こ の こ と はA8 がダ イ マ - で あ っ た こ と を 示 す も の で
あ り ､ 且8 ある い はA8' の ど ち ら か が Bg且I I で切 断 さ れ た
と 考 え ら れ た ｡ す な わ ち且c cⅠ切 断 部 位 は 9 箇 所 で あ り ､
且c4 一 旦c6 - - 且c3 - - 且c2 ･ 一 Ac5 - 一 且c7 ･ 一 Acl - Ac8
'
･ -
-
Ace - - 且c4 の 顧 と 決 定 さ れ た ｡
削 tlⅠ切 断 部 位 比 ､ pM 荘1内 に 1 箇 所 あ り ､ 電 気 泳 動 で 紘
一 ■ ■ 一 ■ ■ - i
5 フ ラ グ メ ン ト 観 察 さ れ る の で ､ E2内 に は 14 箇.所 切 断 部
位 が 存 在 す る と 考 え ら れ た ｡ nlqⅠ ＋ Ec o宜Ⅰ の 二 重 切 断 で
州1 が9. 4k b＋ 1.8 6k b に､ 朋2 が2.6k h ＋ 2. 2 5k b にな る の で
削 ､ 月2 はEc oR Ⅰ 切 断 部 位 を 含 む こ と が 明 ら か と な り ､ そ
の 切 断 部 位 が 決 定 さ れ た ｡ 削 u王 ＋ Ba m宜王 の 二 重 甲 断 で 披
- -
削 が6. 2k b千 5.06k b(H2 とダ イ マ -
'
と し て 娩 出) に な り ､
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凹3､ 舶 の バ ン ド が 謎 め ら れ な く な っ た ｡ 郎 お よ ぴ .朋 は ､
鮎 mE 王 朝 断 部 橡 番 食 む と 考 ぇ ら れ た ｡ 朋5に はBa m壬‖ 切 断
部 睦 は 食 ま れ な い の で + 粥5 はぁ3内 に し か 存 在 し 韓 ず ､ 残
る 閤 患 は門3 お よ び 舶 が朗5の ど ち ら 悌 に 存 在 す る か と い う
こ と に な る ｡ 削 uⅠ ＋ 鮎 朗E Ⅰの ニ 塵 切 断 で B壇が 変 推 せ ず に
娩 出 さ れ る こ と ば ､ B4内 にF‖uⅠ切 断 部 位 は 無 い-こ と番 京
し て い る ｡ 田3は胡5の 右 悌 ､ 舶 は門5の 左 僻 に 位 置 し ､ お ぞ
ら く こ の ゲ j'L, で 法 敵 察 し 碍 な い フ ラ グ メ ソ ト朋6 が粥2と 別
の 閤 に 存 在 す る と 思 わ れ る ｡ 門1ui ＋ Sm a王 の ニ 東 研 漸 で
結 ､ H l が5｡5 9k b ＋ 5.6 7k b (ダ イ マ - と し て 換 ぬ) ､ 門2
が3 .5舶b ＋ 1｡3 1k b ､ ･ 出3 が1. 0 4k b ＋ 0.2 9女b にな る こ と
か ら も 舶 ､ 朗5､ お よ び 当6の 位 置 が 確 経 で き た ｡ ゆ え に 切
断 部 位 娃 6 箇 所 で ､ Mト - 門2- - 凹6 一 書 鵬 - - 一 朗5 一 拍3- - - 朋1の 顧
､
と
断 定 さ れ た ｡
Pst Ⅰ切 断 で 綻 ､ 8 バ ン ド が 娩 出 さ れ る が ､ 8 番 め の バ
ン ド 娃 明 ら か に 7 番 め の バ ン ド よ り 濃 く ､ ダ イ マ - で あ
る と 漁 家 さ れ た ｡ ゆ え･に ､ 9 プ ラ
'
ダ メ ン ト で ､ 切 断 部 飽
は 9 箇 所 と 考 え ら れ た ｡ こ の う ち 6 箇 所 は p凹El.内 に あ り
p朋好1 プラ ス ミ ドD N Aの Ps七Ⅰ 切 断 パ タ ー ン と 比 較 し て ､
P4､ P7､ P6､ Pl､ お よ び P5はp朋監1内 部 の フ ラ グ メ ン ト で
あ っ た ｡ 著 者 の 実 験 条 件 で は 換 紐 細 来 な か っ た が ､ 文 献
約(25 ) に ､ Pl とP5 の 間 に0. 0 9k bと ご く 小 さ い PstI フ ラ グ
メ ン ト が 報 告 さ れ て い る の で ､ こ れ をPIO と し た｡ Ps七Ⅰ
4 -
＋ Ec o宜Ⅰ の 二 重 切 断 に よ り ､ P2 が2. 47k b† 1. 2 3k b ､ ま
たP8の う ち 一 方 が0.7 9k b† 0 ｡0 9k b ( 娩 出さ れ な い ) に
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な っ た ｡ ゆ え に ､ Ec o臣Ⅰ 切 断 部 位 を 含 ん だP8 お よ びP2 の
位 置 が 決 定 さ れ た ｡ P･8とP2の 閤 の P8
'
と P3の 使 置 の み が
未 決 定 で あ る ｡ Ps七Ⅰ ＋ Ba m打Ⅰ の 二 重 闇 断 で ､ P3 が､ 2｡ 2 5
k b＋ 1｡ 0 5k b に､ P8
'
が0. 5 5k b＋ 0.3 3女b に-な る ｡ こ れ
よ りB3は Ps七Ⅰ切 断 部 位 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
以 上 の D Ⅳ且 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 条 件 を 満 た す の は ､ P2- -
P4- 一 事P7 - P6 - Pl･ - 一 PI O - - P5 - P8- - - P3- - ヰP8
'
一 P2で あ っ た ｡
n incI I切 断 で は ､ 8 本 の バ ン ド が 観 察 で き た が ､ 6 番
め の バ ン ド は 明 ら か に 濃 く ､ ダ イ マ ー'で あ っ た ｡ ゆ え に
9 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 し ､ そ の う ち 4 箇 所 はp門El内 部 に
あ る と 考 え ら れ た ｡ pH El プラ ス ミ ドD N Åの fl in cⅠⅠ切 断 パ
タ ー ン と の 比 較 に よ り ､ E3､ 打9､ 朋 はpF)El内 部 の フ ラ グ
メ ソ ト と 判 断 さ れ た ｡ 打in cI I＋ Ec oRI の 二 重 切 断 で ､ H2
が3.9k b ＋ 0. 7 7k bに な る が ､ 他 の フ ラ グ メ ン ト に 変 化 は
な か っ た ｡ ゆ え に 中 央 の Ec oR I
噺 部 位 が 決 定 さ れ た ｡ 次 い で ､
切 断 部 位 近 傍 に 打in cI I切
一 ■ ■- - 一 一 一 ■■
RiACI I ＋ lTiBAH Ⅰの 二 重 切
斬 に よ り ､ 丹2 が2.9 7k b ＋ 0 95k b ＋ 0. 6 5k b(B4) に ､ E6
が0 .5k b＋
r
0. 2k b にな っ た ｡ . ゆ え に ､ 丑6 はBa nlH I 切 断 部
位 を 含 み ､ そ れ はBl とB3の 間 の 一Ba m打Ⅰ 切 断 部 位 で あ る か
ら ､ n6は訂2 の 左 隣 に 決 定 さ れ た ｡ RiACI Ⅰ＋. BiBII Ⅰの 二 重
切 断 に よ り ､ ガ5､ 月6､ お よ び E6' の バ ン ド に は 変 化 が 無
い が ､ J8 が小 さ く な っ て い た ｡ さ ら に E in cⅠⅠ ＋ Ps七Ⅰ の
二 重 堺 斬 で ､ ‡5､ u8､ お よ び H6 は 分 断 さ れ な い が ､ fi6'
は 切 断 さ れ ､ 打6 は ダ イ マ - で な く な り‾バ ン ド が 背 く な っ
て い た ｡ ゆ え に 打8 お よ び柑5はP3の 申 に あ り ､ H6' に はP3
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とP8の 間 の PsもⅠ切 断 部 放 が 含 ま れ ､ E8に 偲 Bgl と馳2 の
閤 の Bg五郎 切 断 部 位 が 食 ま れ る の で ､ H2- ･ - 雷3･ - H 9- - 舶 - -
朗1- ･ - - H 6
'
- - ヰ H8･ ･･ ･ - 据5･ - - 鵬 - 争だ2の 頓 に 決 定 し た ｡
な お 正ind 王王王 (p門監1内 に 2 箇 所) ､ 紬 nⅠ､ ⅩhoⅠ (p円削
内 に 3 箇 所) の 切 断 部 位 はE2内 に 壮 麗 め ら れ な い の で 省
略 し た ｡ Tab le 1 - 度 に p出鑑1､ pT Y71 お よ びE2フ ラ グ メ
ン 計 内 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 数 を 示 し た ｡ 鼠互上 の 様 に し て
決 定 し たpT豆71､ の 制 限 酵 素 切 新 地 図 をF i如 T el - 8 に 示
す ｡ こ れ よ り E2 フ ラ グ メ ン ト の 御 限 酵 素 切 断 地 図 濠 抜 き
出 し て 番 い た も の がF i帥 r el - 9 で あ る (50) ｡
現 在 ､ グ ラ ム 陰 性 菌 の 染 色 体 性 β - ラ ク ダ マ - ゼ 遺 伝
子 で ク ロ ー ニ 3, グ さ れ ､ 御 限 酵 素 切 断 地 図 が 俸 成 さ れ て
い る も の は ､ Es che rich ia c o且i(29) ､ s h igella so n nei
(30 ) ～ EnteTObacもc r clo a c a e(ヨ1 ) の セ フ ァ ロ ス ポ 7J ナ -
ゼ 遺 伝 子 と 監｡ pn e u mo nia e の ペ ニ シ 7) チ - ゼ 遺 舷 子 が あ
-
●一 - 一 ■ 一 一 一 - 一 ■ 一■ ■ 一 ■■ ■ ■一 ■ l ■■ ■ ■■ l l■ ■■ 一 ■■ ■■ ■■ l■■ l■ヰ
る ｡ こ の 四 番 と ､ a. fr e tlnd i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ
■ - - ■ - - ■ ■- ■ ■- ■ H 一 ■一 ■ ■d ■ ■■ ■■ 叩
遺 伝 子 の 制 限 酵 素 切 断 地 図 を 比 較 し た の が Figur e l
- 1 0
で あ る ｡ Es c･herich ia col i､ S h igel la s o n n ei は き わ め
て 類 似 し て い る が ､ 飽 の 薗 種 で 披 ､ 明 白 な 瀬 髄 性 は 務 め
ら れ な い ｡ Be rgs七T
.
6n 等(ヨ0) 旺 ､ E . c oi i の 旦工旦旦一 出且邑
■ - ■ 仙
(ftl m a r aもe r edu cもa s e) お よ びB B BE (セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ) 遺伝 子 部 分 を プ
‾
ロ - プ と し て ､ さ ま ぎ ま な グ ラ ム
陰 性 菌 の 染 色 体D N 鬼と ハ イ プ 7) ダイ ゼ イ シ 訂 ン
( 恥hTi diz aもio n ) を 行 い ､ 類 似 性 を 換 謝 し た ｡ そ の 結
果 を 簡 単 に ま と め た の がTable 1 - 5 で あ る が ､ E . c ol i
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Table 1- 4 Re stric七io n e nzym e cle a v age si te fr equ e ncies in
pM Kla nd pTY7l.
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Table i -5 ‖ybri diz a七io n of chr?m o s o m al DNA to f2,a a nd tmpc
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a) Pr obe l; 沖dA一 升曲 g?n e早 PrObe 2: 脚 a nd m7PC pr o m ote r
rr egio n'.
pr obe 3: a ”pc str u ctu r al ge n e(s e e
ー
Figu re ト1 0).
b) . .: Str o ngly hybr･idized} ＋: w e ekly hybridized, - : n ot
hybridiz ed.
- ヨん -
の_frd A
- fTd B･部 分 は ､ Tab l匂 l - 5 に 示 し た 多 く の 薗 株
と.強 弱 の 蒙 は あ っ て も ハ イ プ 7] ダ イ ゼ イ シ 諾 ン す る ｡
方 ､ E ｡ c o且i の 旦撃且星贋 造 遺 伝 子 部 分 は ､
■ ■ 一 柳
S higel la
s o n n ei､ S h 主点el且a f le x n e Ti と 娃 強 く ､ Enもe T Ob_aG主星旦
clo a c a eと は 弱 く ハ イ プ T) ダ イ ゼ イ シ 詔 ン し ､ そ の 飽 の
薗 硬 の 染 亀 終D N 且 とは ､ 反 応 し な か っ た ｡ し.か し ､
Salm o n e且ia ty ph im tl ritim とCi 七r oba cもe T fr e u nd i i では ､
B B BE の プ ロ 亀 - ♂ - 部 分 と は ､ 弱 く ハ イ プ T] ダ イ ゼ イ シ
訂 ン し た ｡ E} 上 より ア マ レ -′F･ 7) ダ タ タ - ゼ は † 多 く の
グ ラ ム 陰 性 菌 で 共 通 の 塩 基 配 列 を 保 持 し て い る と 思 わ れ
る ｡ し か し ､ 9 - ラ 9･ ク マ - ゼ 遺 伝 子 は 2 ､ 3 の 菌 礎 で
頚 髄 性 が あ る も の の ､ E｡ c ol i
■■ ■■ t ■l ■一 1 ■■■ ■ ■ -
の a mpCと 披 か な り 違 っ た
構 造 遺 伝 子 を 持 つ も の と 思 わ れ ､ 著 者 の 得 た 制 限 酵 素 切
断 地 図 で の 比 較 結 果 と 一 致 す る も a)で あ る ｡ ま た ､ 類 似
牲 の あ っ たE. c oli ､ S. s o n n ei ､ お よ びS. f le x n e ri
■ - ●■ ■ ■■ ■ ■■ ■ ■■ ■■ ■ ■ ■■ ■■ ■ ■■ ■ ■一 ■ -
は 構 成 的 に 産 生 す る セ フ ァ ロ ス ぜ 7) ナ - ゼ を 支 配 し ､ 旦.
fT e tl nd i iお よ び E. clo a c a eは 誘 導 的 に 産 生 す る セ プ ア
ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 支 配 し ､ 旦･ pn e tl mO niae は 構 成 的 に 産
生 す る ペ ニ シ 7) チ - ゼ を 支 配 す.る こ と を 考 え 合 わ せ る と ､
上 記 の 御 報 酵 素 切 断 地 図 の 比 較 ､ ハ イ プ 7) ダ イ ゼ イ シ ョ
ン の 結 果 娃 興 味 深 い ｡
欝 4 藤 袴 迂 遠 伝 子 の 限 定
sa 柑 ai 等 `ヨ3 ' に よ る と ､ .旦｡ fr e tl ndi i GN346の セ プ ァ
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四 ス ポ リ サ - ゼ 呑ま せ フ ァ デ ッ ク ス ゲ ル ろ 過 接 で ､ 分 子 量
3壇,000 と測 定 さ れ た ｡ せ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ の 構 造 遭 蔭
子 は は ぼ 且k bと 換 算 さ れ る ｡ そ こ で ､ ク ロ - ニ ン ダ さ れ
た Ec o空Ⅰ フ ラ グ メ ン ト か ら 構 造 達 転 手 を 限 定 す る た め に ､
pTY7 1 およ び p且C ¥ C18逢を Ba 悶ff王で 切 断 し ､ T竣 7] ガ
- ゼ で
処 理 し ､ 旦｡ 望 虫 C600へ 形 質 転 換 法 で 導 入 し た ｡ ト ラ ン
ス フ ォ ー マ ン ト 揺 ､ セ フ ァ ロ 7] ジ ン 12.5jA g / ml含 有 マ
ッ コ ン キ ー 寒 天 平 板 で 選 択 し た ｡ pA C 官C184 は､ テ ト ラ サ
イ ク 7) ン お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 適 任 手 を 荷 な
う プ ラ ス ミ ド で あ る が ､ Ba m打Ⅰ で 切 断 し ､ 他 の Ba mE Ⅰ フ
ラ ダ メ ン ト を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ､ テ ト ラ サ イ
ク 7) ン の 構 造 適 任 手 が 切 断 さ れ る た め ､ テ ト ラ サ イ ク 7]
ン 感 受 性 に な る ｡ そ こ で ､ テ ト ラ サ イ ク リ ン 12｡5 β g /
印1感 受 性 ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 2 5p g / mlお よ び セ フ
ァ ロ 7) ジ ン 12.5 p g / 四1耐 性 の ク ロ ー ン か ら ､ プ ラ ス ミ
ドD N A杏 詞 果 し た ｡ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た こ と を 確 か め る
た め に Ba 柑日Ⅰ で 切 断 し ､ ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た 方 向 を 確 か
め る た め に E in cⅠⅠで 切 断 し ､ 1.0 %ア ガ ロ - ■ス ゲ ル 電 気
泳 動 を 行 っ た (F iguT el - l l) ｡ そ の 結 果pT官71 の 1｡5 5
k bの BamH エ フ ラ グ メ ン ト が 異 な る 向 き に タ ロ - ニ ン グ さ
れ たpT Y93 とpT !9撞 が得 ら れ た (F igtl r el - i 2) ｡ 同 様
に プ ラ ス ミ ド p拘覚1を ベ ク タ ー に し て ､ pT ¥9 1 とpT y92 が
得 ら れ た (F igtl r el - 1 3､ F igu T el - 1 4) ｡ pT ¥91 と
pT ¥92 も ､ pT 官7 1 の 1. 5 5k bの 丑a 田E Ⅰ フ ラ グ メ ン ト が 異 な
る 向 き に ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た も の で'& る ｡ こ れ ら の 1. 5 5
- 3 6 -
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Figu r eトl為 Aga r o s egel ele c七r opho r e sis of DNA fr agm e nts afte r
dige stio n withe ndo n u
'
cle a s eHincⅠI･ Ele c七r opho re sis w a spe rform ed
in l｡ O a/o aga r o s efo r5 ho u r s at 80V･ Tr a cks: a; HindⅠⅠトdige sted
入 DNA
9
b- g; r e c o mbin a nt plas mi ds clo n ed l.55kb- Ba n‖I fr agm e nt(B 3)
七o pMKl.
A)
払)
a)
監
77 ¢
'
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a ” B 弼粥
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Figu r eト 鴨 Re strictio n cle a v age m aps of pMKlタ PTY9la nd pTY92｡
Siz e of fr agm e nts a yte indic ated in b酔｡ A) pMKl, B).pTY9l, C)pTY92.
E: Ee oRI, B: Bc mHI, ”: Hin cII.
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k b塾旦野冶王 フ ラ グ メ ン 恥 杏 緒 つ 組 み 換 え
･
･ プ ラ ス ミ ド 頗 緒 薗
は す ベ て ､ 懸 フ ァ ロ 7] ジ ン 且2｡5 p 鑑 / ml耐 性 で 得 ら れ 允 ｡
ま た を の 食 フ ァ 田 立 ポ 7] ナ - ゼ 清 隆 は ､ 骨品b 且e 且 - 6 に
示 し た が ､ C｡ fTe und i i帝 輿 約 麿 フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ぜ を
産 捜 し て い た ｡ 戯 上 よ り ､ こ の 1 q5 5的 の 畠a m厨Ⅰ フ ラ グ メ
ン ト 何 に せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ぜ の 構 造 遺 伝 子 を 決 定 す る
こ と が で き た (F i糾 F e l - 且5) o
Tab 且e 1 - 6 に 示 し た 結 果 は ､ 且｡5 5kb 為a 悶fiⅠフ ラ グ メ
ン ト を タ ロ - ユ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド の 保 持 薗 昧 間 に ､
セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ 産 生 登 の 差 異 が あ る こ と を 示 し て
い る ｡ pT Y9逮 は pT Y93 の 4.5 倍 ､ pT 嘗9 2恵まpT 官91 の 且｡5
倍 ､ 産 鐘 登 の 費 が 認 め ら れ た ｡ こ の 結 果 絃 ､ BB imH Ⅰ フ ラ
グ メ ン ト 内 の セ フ ァ ロ ス ポ リ サ ー ゼ 遺 伝 子 は ､ 自 己 の プ
ロ を - ♂ - か ら で 紘 な く ､ ベ ク タ + プ ラ ス ミ ド 内 か ら の
プ ロ を - ♂ - に よ る r e ad 七hT Ougぬに よ り 転 写 が 行 わ れ て
い る こ と を 示 唆 し て い る ｡ 自 己 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 転
写 に 加 え ､ ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド の プ ロ モ - ♂ - か ら の
r e ad t hr o ughが 重 な る 可 能 性 も 考 え ら れ る が ､ 下 記 の
pT y77 へ の こ の 1｡ 5 5k b Ba m日工 フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン
グ 実 験 に よ り 否 定 さ れ た ｡
pTY77 披 ､ isI C関 で ト 7) メ ト プ 7) ム お よ び サ )LJ フ ァ 剤 耐
性 遺 伝 子 を 持 ち ､ 接 合 伝 達 能 の あ る プ ラ ス ミ ド#3 88(3い
を 制 限 酵 轟Bgl H で切 断 し ､ せ } LJ フ ラ イ ゲ - シ 諺 ン す る
こ と に よ り 得 ら れ た ｡ pT ?77古ま ､ ト 7) メ ト プ 7] ふ 耐 性 ､
サ ル フ ァ 荊 感 受 性 ､ 接 合 伝 達 不 能 に な っ た プ ラ ス ミ ド ベ
- 3 9 -
Table ト6 Substyta七e py
L
Ofile of Ci舌加 bae 由 p fp @ undii
c ephalo spo m
.
n a s e｡
Str a l
'
n Relativ e r ate of hydr olysis
a)(%) Spe ci fic
b)
CE R GET CEZ CEX PC Ga c七ivi七y
C｡ fp e∽dii
GN3 46 1 00
E｡ eoLi
C6 00/pTY71
C6 00/pTY93
C6 00/pTY94
C6 00/pTY91
C600/pT Y92
C600
100
100
100
loo
一oo
一oo
8｡ 4 17 4
1 2. 3 1 74
9｡ 9 165
1l. 2 159
13. 2 1 61
ll.0 1 55
228 ND
2l. 3 l.7 1 0.8
2 2. 4
20｡ 8
2 3｡2
2 5｡ 3
21. 8
40. 8
3･ .0
2.4
2.5
3.2
2.0
ND
0｡43
0.12
0.54
0｡39
0.56
0.004
The e n zym e a ctivi tie s of C600w a s,a s s ayed by the mic r o-
iodo m etm
'
c m ethod a nd the othe r s w e r edo n eby Pe r r et
'
s m ethod..
a)Abbr e viatio n s :CER; c ephalori din e, CE T;･cephalothin ,
CEZ; c efa z oll
'
n ,.CEX; c ephale xin,
‾pcG; be n zylpe nicillin ,
ND; n ot dete nTl1
'
n ed.
b) Units/mg of total c ellula r. protein .
Figu re ト1 5 Clo ning of c ephalo spo rin a se ge n e(s) of
ci七mb00 お p f2,e m dii G柑3 46 to va rious pla smi d･s ｡
E: Ec oRI, B: B m HI, H: Hin cII, Bg: B9ヱⅠⅠ.
- I?0 -
賂 紺
監随
閃 軍国 Su
防
防
だ｡ 触 undFD
'
GN≡銘6
6醜『⑳聯⑳S ⑳悶 哉磨
沿悶風
監c⑳閃8
誕㌍監
閉脚隠周
瑠凱⑳ 駄ぬ
監
威
雷昏◎陶8
巧鳩 塊8儲鯛 ⑳
甲
C m tn
F磯野
閑詔8亀
急増.6 奴ぬ
QF@
魯vB霊望BL毛儲a 綿
_堅 随
♂
a
8
♂
粥
竺確
B mm
野細絶頂
巧2. ¢ 奴払
V 咽 評 ヽ
国威 Ⅵ3凋8櫓
砲
.
0 馳ぬ
屯鰐
#
閃
臨
”
a
監
”
防.
M
4
帥
粥
閑揮
鰐閑
Ba p閃M 月
甘鳴 - L義ga 魯◎
驚殴
表芸㍗語
酔耳V劉
13.轟 旭
Bm m
a
1
”
閃
戯&B卵閑8
殴
写甜V m
瑠⑳. 急 奴ぬ
随
紘鞠
櫛
国軍V9砲
過
監
”
a
誕㍗ 急
啓甜V9急
増3. 6 魯ぬ
醍
C監R
粥
払
- I;1
Vp
嗣甘V 甘7
魯.望 駄臨
も- 柑P _..
Bg州
甘卑- ug白金◎
巴 払
T静
宅甜Y90
⑳.魯 晩ぬ
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ク ク ー で あ る ｡ pT 甘77 は､ Ec o定Ⅰ ､ 胡ind Ⅰ‡王 ､ Bg且呈王
切 断 部 位 を た だ 五 箇 所 持 ち ､ i･n c紺な の で 法 域 宙 主 ベ ク タ
- と し て 伺 い る こ と が で き る (F 豆gu T e且 - 且6､ F五gu r e且
- 17) ｡ pT ¥77 の Bgl ⅠⅠ 切 断 部 位 に 1.5 5k b如 mH Ⅰ フラ グ
メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ を 試 み た ｡ Bg且ヱ‡ の 親 政 堺 新 鮮 位
は ､ Å ↓ G Å T C T であ り ､ 8a mガⅠ の 藷 鵡 切 断 部 位 は ､
G ↓ G Å T C C であ り ､ い わ ゆ る coぬe si甘e e nd (sticky
e nd ) が 共 通 の た め ､ ラ イ ダ ー シ ョ ン 可 能 で あ る が ､ ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド の 結 合 部 位 は ､ Ba mH i お よ
び 触法ⅠⅠ で は 切 断 で き な い ｡ p.
T !77 壕･ Bg且ⅠⅠ で 切 断 し ､
ふ 叫 .
pT Y7 1 をBa 伯H Ⅰ で切 断 し ､ こ れ ら をT4 7] ガ ー ゼ で 処 浬 し
E. c oli C60 0を 形 質 転 換 し た が ､ せ フ ァ ロ 7] ジ ン 12｡5
p g / ml含 有 選 択 平 板 で 披 ト ラ ン ス フ ォ - マ ン ト が 得 ら
れ な か っ た ｡ そ こ で ､ ト 7] メ ト プ 7) ム 2 5p g / 折1耐 性 の
み で ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 選 択 し ､ コ ロ ニ ー 淳 薗 注 で
37ク ロ ー ン を 網 ペ た と こ ろ ､ 1 ク ロ ー ン の み が pT y77 よ
り 大 き い プ ラ ス ミ ド を 有 し て い た (F igu T el - 1 8Å ) ｡
こ の ク ロ ー ン よ り プ ラ ス ミ ,ドD 封且 を 鋼 製 し ､ Pst Ⅰあ る い
は古in己王Ⅰで 堺 新 し ､ O. 8 %ア ガ ロ - ス ゲ )i, 電 気 泳 動 で 珊
ペ た と こ ろ ､ 1｡ 5 5女bの Ba mHⅠ フ ラ グ メ ン ト が pT門 7 に ク
ロ ー ユ ン グ さ れ て い る こ と が 確 か め ら れ た (Fi糾 T Cl -
1 8B) ｡ F igu r el - 1 9に 示 す 様 に ､ pT ¥77 に 1.5 5kbの
Ba m月Ⅰ (F igtJ r el - 3) が ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た 鳩 禽 ､ A
お よ び B ､ 2 つ の 相 違 な 方 向 へ の ク ロ ー ニ ン グ が 考 え ら
れ る ｡ A 向 き の 場 合 ､ 打in clⅠで 3｡ 9 5
L
､ 3 ｡2 4､ 2.5 6k b､ ま
- 4 2 -
た Psも王で6｡ 8 5､ 且｡9 5､ 且｡Ok b の フ ラ グ メ ン ト に 切 断 さ れ
る ｡ 野 内 き の 壌 禽 ､ 鮎遭C王‡で3｡ 95､ 3｡3 1､ 2･ 舶 k h､ ま た
ps七Ⅰで 8｡3 ㌔ 1.0 ､
●
0｡ 45k bの フ･ラ グ メ ソ ト に 切 断 さ れ る ○
F i鑑u T e且
- 1 8で 示 し た 様 に ､ Å の 向 き で ク ロ ー ニ ン ダ さ
れ た こ と が 確 藷 さ れ た . こ の プ ラ ス ミ ド をpT Y90 と 禽 名
し た ｡ Tab･1e 1
- 7 に 示 し た 様 に ､ 旦･
pT Y90 ＋ か ら は ､ C｡
■
- ･■
col i‾C60 0/
fT e u nd i i特 異 的 β - テ ク タ マ - ゼ
清 隆 は 娩 出 さ れ な か っ た ｡ わ ず か に 藷 め ら れ る β
- テ ク
ク マ - ゼ 清 隆 はE.
を の 産 生 塗 絵 ､ E .
colま C600 と同 様 の 基 質 聴 輿.性 で あ り ､
c oli C60 0の bas al な レ ベ ル で あ っ た .
宙 己 の プ ロ 号 一 夕 - を 持 つ D N且 フ ラグ メ ソ ト の 場 禽 ､ ベ
ク タ - プ ラ ス ミ ド の 敏 類 に か か わ ら ず 発 現 す る 紘 ず で あ
る の で ､ こ の 1.55k bの Ba mH Ⅰ フ ラ グ メ ソ ト は ､ セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ の 構 造 遺 伝 子 は 含 む が ､ プ ロ モ
ー タ - は 存
在 し な い と 考 え ら れ る
`5Q )
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e ト18 Aga r o s ege卜 ele ct㍗opho r e s l
'
s of pTY90･
(A) 0｡5 % agaros ege一 ele ctr opho r e去l
'
s of c olo nylys ate spr epa r ed 柑o m
stylain s c a㍗rylng trym ethoprim y
l
e Sis･もa nt pla s mi d･
'
Tyta cks : e a nd f;
pTY77pla s mi dDNA争 i; pTY 90･ Pla s mうds sho w nin othe rtr a cks
m lgr a七edjust wi thpTY77.
(a) Ele c七r opho r e s7s w a spe rfo r m ed in l ･0 % aga r o s efo r6 ho u r s a七 90 V｡
Tr a cks: a; HindII トdige sted 入 DNA, b; p8士トdige sted pTy90, c; P8告ト
dige sted pTY77, d; HincII
- dl
.
ge Sted pTY90, e; HincⅠI- dige sted pTY77･
瑠⑳臨臨
国軍V官軍
風)
随〉
監匝監 仰望腰
監野 師
血 囲
監狩 野 野
Figu y
l
e = 9 Re stylictio n cle a v age m aps of pTY7ア, and pTY90･ The y
l
e
are tw opo s sible dir e ctl
'
o n of c一o n ed fytagm e nt, B3(A, B).
E: EeoRI, P: p8七I, Bg: Bg乙II, H: Hin cII.
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Table ト7 Subs七y.ate py
t
ofile o.f pTY90.
Sもr ain Relatl
･
v e r ate of hydr olysis
a)(%) ･ Spe
･
cific
b)
CER CET 'CEX a ctivity
a. fp e以乃dii
GN由6
a. oo乙i
C600/pTY90
100 8.4
1 00 274
C60 0ー .1 00 229
21 .3 1 0.8
44･4･ 0,005
40. 8 0.004
a)Abbr e viatio n :CER; c ephalo ridin e, CET; c ephalothin･,
CEX; c ephale xin .
b) Units/mg of total c ellula rpr10tein .
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輿 望 牽 C 瓦 屯T O 払 a c 忠 母 T
君 T 母 覗 血 塊 亙 且 G N讃 塊 6 の - な
･
プ ァ ℃認 _ 汎 古着写 Y} づト - ゼ
の 統 率 産 盤 棟 壷監 と 骨
の 碍苛 御 機 構 の 宛字 折
鞄 色 終 に 支 配 さ れ て い る 多 く の β - ラ ク ダ マ - ゼ 披 ､
政 孝 的 に 産 生 さ れ る セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 空 で あ り , 多
硬 の グ ラ ム 陰 性 菌 種 で 見 出 さ れ て い る ｡ C 豆tr oba cte r SP .
(ヨ6 )
､ En七e r oba cte r
Pr ote u s sp .
sp .
(ヨ7 )(38)
､ イ ン ド - ル 陽 性
(ヨ9 ) (ら0 )･
､ ps e udo m o n a s(ん1 )(ん2 ) ､
se r r at ia(み3 )お よ び ¥e r sinia(ち い 等 で あ る ｡ し か し な が
ら ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生 制 御 の 分 子 機 構 は い ず れ
の 薗 礎 に お い て も 今 だ に 明 ら か に は さ れ て い な い ｡ そ こ
で旦ヱ 地 上主 G 村3 46､ お よ ぴ 弟 1 章 に お い て タ ロ - ニ
ン ダ し た そ の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達 彦 子 を 用 い て こ の
根 株 を, 検 討 し た ｡
欝 1 節 C i 七T Oba c七e r fr e u nd i i_ G N346の せ フ ァ ロ ス ポ
7)
ナ ー ゼ の 誘 導 産 生 様 式
港 内 細 菌 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 鹿 生 糸 で は ､ ペ ン ジ
)LJ ペ ニ シ 7] ン が 静 率 の 長 い 誘 導 物 質 で 掛 り(ん5 ) ､
Ps e tldom o 皿aS a er tlgir10 S aa) セフ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ 辻6且P 且
(6 - a min ope nici l lanic aci d) が 良 い 誘 導 物 質 で あ る と
- 47 -
報 告 さ れ て い る (ん6 ) ｡
む fr e u 血d i i G N34 6に つ 小 て 礎 々 の β
- ラ ク ダ ふ 抗 生
荊 を 誘 導 物 質 と し て 酵 素 誘 導 を 実 験 の 部 Ⅱ - 2 2) に 従 っ
て 行 っ た ｡ ･F i糾 r e2 - 1 は ､ 培 養 液 1 ml満 た り の セ フ ァ
ロ ス ポ 7J ナ - ゼ 活 性 ､ F まg胡 re 2 - 2 結 細 抱 組 蛋 白 量 あ た
り の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ 活 性 を 掃 い た 誘 導 物 輩 濃 度 に
対 し て プ ロ ッ ト し た も の で あ る ｡ ペ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン は
塵00 - ユ600p g / ml で50- 6 0倍 の 酵 素 誘 導 が 見 ら れ ､ セ
フ ォ キ シ テ ン は6. 3 p g / nl で ､ セ ア ズ ロ ジ ン は2O- 5 0
p g / mlで ､ セ フ ァ マ ン ド - )iJ は25p g / ml以 上 で そ れ
ぞ れ 紡4 0倍 の 酵 素 誘 導 が 見 ら れ た ｡ な お ､ 旦三 fr e u nd i i
G N346に 対 す る ベ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン の 朋ⅠC は8,0 00 p g
/ ml であ り ､ 4 00 - 8 00p g / ml で は 菌 の 成 長 速 度 に は
影 響 を 与 え な い こ と を 確 認 し て い る ｡ Sa … i 等 (ヨ5) に よ
る と ､ C. fr eun d i i G N3 46
1
sこ 対 し て 6 - ア ミ ノ ベ ン ジ ル
ペ ニ シ ラ ン 酸 は ､ 特 に 効 率 の 良 い 誘 導 物 寮 で は な く ､
1 00p g / ml で ､ 約 8 倍 の 誘 導 産 生 が 見 ら れ る に す ぎ な
い ｡
F igu r e2 - 3 は ､ G N346の 20℃ 培 養 液 が 対 数 増 殖 期 に
達 し た 時 ､ ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン を 終 演 度800〝 g / ml に
な る 様 に 加 え ､ 2. 5 時 間 振 と う 培 養 し ､ 遠 心 集 菌 お よ び
生 理 食 塩 水 で 2 固洗 浄 し た 後 ､ も と の O Dの 1 / 5 に な る
様 に 新 た な ブ ロ ス を 加 え て 培 養 し ､ 各 時 間 ご と の セ フ ァ
ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性 を 謝 定 し た も の で あ
･る ｡ 対 照 は.､ 同
揖 作 を 行 い ､ ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン 800〝 g / ml含 有 の 新
一 48 -
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e 2- 2 Effe ct of indu c e r s o n c ephalo spo rina s e synthe sis of
Ci七 mbaete p fpeundii GN346 at 20oC.
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㊥ ; C MD(c efa m a ndole).
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た な ブ ロ ス に 希 釈 し た も の と ､ 遠 心 集 薗 せ ず ､ も と の 培
養 液 の ま ま 振 と う 培 養 を 続 け た も･'の に つ い て 清 隆 を 測 定
し た ｡ 誘 導 物 質 ､ ベ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン を 除 く と 約 - 世 代 ､
2 時 間 の 閤 は 産 生 董 を 保 持 し て い る が ､
.
そ の 後 次 第 に 産
生 登 は 減 少 し た ｡ 誘 導 物 資 を 除 去 せ ず 培 養 を 続 行 し た も
の は ､ 最 大 産 生 畳 に 達 し 以 後 次 第 に 減 少 し た ｡ 葉 蘭 洗 浄
し ､ 新 た に ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン 含 有 の 培 地 を 加 え た 場 合
で は ､ 産 生 量 の 上 昇 は 見 ら れ る も の の ､ す ぐ に 減 少 し た ｡
こ の 場 合 も 加 え た 誘 導 物 質 と し て の ペ ン ジ )i/ ペ ニ シ T] ン
は ､ 菌 の 増 殖 速 度 に 影 響 し て い な い ｡ 十 分 な 上 昇 が 見 ら
れ な か っ た 原 因 と し て は ､ 新 た に ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン を
加 え た 段 階 で は ､ す で に セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ が 十 分 に
産 生 さ れ て お り ､ 加 え た ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン は セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ に よ っ て ､ は と ん ど 分 解 法 さ れ な い も の の
酵 素 と の 親 和 性 が 高 い た め に ､ ペ リ プ ラ ズ ム 何 の セ フ ァ
ロ ス ポ 7] ナ - ゼ と 結 合
◆
し て ､ そ の 誘 導 を 引 奮 起 こ す た め
の 作 用 点 へ 到 達 で き な い た め と 考 え ら れ る ｡
sa 桝ai 等 (〕5 ) は ､ 誘 導 物 質 ト ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン の 添
加 で ､ C. fr e tl nd i i.
. G N34 6の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性
qrヤー . ～
が ､ 2 5℃ で は 3 倍 ､ 3 0℃ ､ 3 7℃ で は 2 昏 の 上 昇 が 見 ら れ
る に す ぎ な い こ と を 報 告 し て い る ｡ こ の 時 注 目 す べ き こ
と は ､ 30℃ ､ 3 7℃ で は 誘 導 物 資 を 添 加 し な く て も す で に
高 い 活 性 が 見 ら れ る こ と で あ る ｡ す な わ ち ､ C. freu ndiま
GN346の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ は ､ 2 0℃ で は 誘 導 的 に 産
生 さ れ ､ 3 7℃ で は 半 構 成 的 に
-
産 生 さ れ る こ と が 明 ら か で
- 5 2 -
あ る ｡
次 に 温 度 に よ る 誘 導 藤 生 を 娩 射 し た (F i耶 r e2
- 4〉 .
i]
方 法 は 実 験 の 部 Ⅱ - 2 0)
'
に 記 し た ｡ 櫨 軸 は ､ 3 7℃ で 振 と
う 培 養 を 始 め て か ら の 時 間 ､ 綻 軸 は ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
ー ゼ 清 隆 を 細 胞 紐 蛋 白 馨 あ た り の 且 ニ ッ ト で 表 わ し て あ
る ｡ 3 0分 後 に は 碗 導 藤 生 が 観 察 さ れ ､ 120分 娩 に` は 約40
倍 の 藤 生 馨 が 緒 め ら れ た ｡ 鏡 噂 酵 素 と し て 濃 く 知 ら れ て
い るE . a .1 i
'
の β - ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ の 偽 金 ､ 演 導 物 紫
添 加 後 に ､ す み や か な 抑 制 解 除 が 起 こ る こ と と 比 較 す る
と 非 常 に 遅 い 顔 導 現 象 で あ る ｡ こ の 様 な 特 異 な 紡 導 の 原
因 と し て ､ 次 の 3 つ の
･ 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡ (1)こ の 30分
間 に 活 性 化 物 質 (a ct iv a七o r ) が 生 産 さ れ る ､ (2)蹄 導 物
質 と 抑 制 物 栄 (7) プ レ ッ サ ー ) の 親 和 性 が 低 い ､ あ る い
娃 温 度 に よ る 7] プ レ ッ サ ー の 不 満 化 速 度 が 遅 い ､ (3)セ フ
ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 金 成 速 度 が 遅 い ｡ し か し な が ら ､ 2 0
℃ に お い て 1 時 間 の 薬 物 の 誘 導 で ､ す で に 50- 6 0倍 の 活
性 上 昇 ､を 示 し て い た こ と か ら(3)は 否 定 さ れ る ｡
ま た ､ こ の 実 験 で 42℃ 処 理 を 行 っ た 方 が ､ 3 7℃ で 行 っ
た 方 と 比 較 し て ､ 若 干 産 生 登 が 上 ま わ っ た ｡ 3 7℃ に お い
て も 顔 導 物 質 の 存 在 で ､ さ ら に 2 倍 程 度 の 産 生 の 誘 導 が
起 こ る こ と と 考 え 合 わ せ る と ､ 3 7℃ で は 読 尋 は 限 界 に 達
し て い な い と 考 え ら れ る ｡ し か し な が らC . fr e u nd i i～ ～
G N346は ､ 42℃ で 増 殖 を 行 う と ､ 薗 が 凝 集 状 態
(ag gr r egat io n) に な り ､ 正 常 な 増 殖 を 示 さ な い の で ､
4 2℃ で 増 殖 を 続 け 酵 素 産 生,馨 を 珊 定 す る こ と ば 不 可 能 で
- 5 3 -
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あ っ た ｡
Fi帥 r e2
- 5 は 培 養 温 度 の sh i f
pt up と sh i f も dow nに よ
る セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 産 鐘 の 変 偲 を 換 射 し た 結 果 で あ
る ｡ 左 図 法 セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 清 隆 ､ 冶 図 絵 各 培 養 時
間 で の 生 菌 数 を 培 養 液 1 mlあ た り の 数 で 表 わ し て い る ｡
2 0℃ 培 養 液 が 対 数 増 殖 斯 に 達 し た 噂 を 0 七im eと し て ､ こ
こ で 増 殖 温 度 杏37℃ に 上 古ヂ ､ 2. 5 時 間 振 と う 培 養 す る と ､
F igtlr e2
- 4 と 同 様 に 約iO倍 の 温 度 誘 導 が 見 ら れ る ｡ こ
こ で ､ 新 た な プ ロ ス に 約 5 倍 希 釈 . し ､ 増 殖 温 度 を20℃ (
◇) あ る い は37℃ (A) に し て ､ 振 と う 培 養 を 続 け た .
増 殖 温 度37℃ の 場 合 は ､ さ ら に 3 倍 程 度 酵 素 産 生 蚤 が 上
昇 し ､ 菌 が 静 止 期 に 入 る と ､ 最 大 登 に 達 し た ｡ 2 0℃ で 培
養 し た 場 合 は ､ 約 2 時 間 ､ す な わ ち 約
一 世 代 の 閤 は 産 生
畳 を 保 持 し て い る が ､ 以 後 次 第 に 減 少 し て い た ｡ 温 度 に
ょ る セ フ ァ ロ ス,ポ
T) サ ー ゼ 産 生 の 誘 導 は ､ 誘 導 物 輩 ､ ベ
ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン で 見 ら れ た 場 合 (F igu r e2
- 3) と き
わ め-て 類 似 し て い た ｡
以 上 の 結 果 を 基 に ､ C. fr e u･nd i i G N346の セ フ ァ ロ ス●■ ■■･･ ■ ■- - H ■ 一 ■ 一 ■- 仰
ポ 7) チ - ゼ 産 生 の 制 御 は 次 の 2 つ の 洩 梼 が に 考 え ら れ る .
(1)少 量 で も 有 効 で し か も 長 時 間 安 定 な 正 の 制 御 物 資 (ア
ク テ ィ T<
一 身 - ) を 飾 る ｡ そ の 物 質 は ､ 培 養 温 度 の 上 昇
や 碗 導 物 質 の 添 加 に よ り 新 た に 合 成 さ れ る か ､ ま た は 温
度
【
に よ る.3 次 構 造 ま た は 4 次 林 道 の 変 化 ､ あ る い は ､ 誘
導 物 質 と の 結 合 に よ っ て ､ ア ク テ ィ ベ ー タ ー に 転 換 す る ｡
そ の 暗 黒 ､ セ フ ァ ロ.ス ポ
7) チ - ゼ 構 造 遺 伝 子 の 転 写 が 碇
- 5 6 -
適 さ れ る ｡ こ の 様 な 御 伽 槻 構 は ､ ア ラ ビ ノ･ - ス 浄 ペ ロ ン
で 知 ら れ て い る (ふ7 ) ｡ (2)ラ ク ト - ス オ ペ ロ ン で 知 ら れ る
様 な (ん8 ) 7) プ レ ッ サ ー か 傍 ら れ ､ 7] プ レ ッ サ - は 醜 噂 物
質 と 鍍 金 す る こ と に よ り ､ 不 満 服 さ れ る ｡ ま た 骨 の 7) プ
レ ッ サ - ば i
ts ( te mpe T atu T e S e n Si 七i閃 ) 変異(ん9 '
と 頚 髄 の 性 質 杏 持 ち ､ 培 養 温 度 の 上 昇 に よ り ､ ■7] プ レ ッ
サ ー が 不 可 逆 的 に 変 形 し て 発 括 し ､ 抑 御 が 解 放 き れ る ｡
そ の 結 果 ､ も フ ァ ロ ス ポ ,) チ - ゼ 遺 伝 子 の 優 等 が 開 始 さ
れ る ｡ そ の 後 ､ 低 温 で 培 養 し て も 新 た に 7] プ レ ッ サ ー が
生 食 成 さ れ る ま で の 1ag tim eは 酵 素 金 成 が 構 成 的 に 進 む ｡
こ の 2 つ の 槻 構 の い ず れ で も 実 験 結 果 杏 現 象 的 に は 碗
明 で き る ｡ ま た 輿 2 牽 第 3 節 に お い て は(1)の 考 え を 支 持
す る 実 駿 結 果 肴 持 た ｡ し か し ､ 川 ､ (2)両 方 の 御 伽 系 を 持
つ 複 雑 な 系 で あ る 可 能 性 は 否 定 で き な い ｡ ま た ､ E. c ol a
の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝 子 で 知 ら れ て い る 様 な ア チ
ェ 且 エ ー ダ ー (a七te n u a七o r) (51' や ､ グ ラ ム 陰 性 蘭 の
Ba ci l l,u s sp . で 知 ら れ て い る 様 な ア ン チ イ y プ レ ッ サ ー
(a ntir epr c s s o r) (5 2)等 の 関 与 も 可 能 性 と し て 残 さ れ
る ｡
弟 2 節 C itr oba cte r fr e u nd i i GN346の セ フ ァ ロ ス ポ T)
チ - ゼ 産 生 と 菌 林 内 cA 朋P レ ペ )i, と の 関 係
一 般 に ､ 細 菌 娃 あ る 花 台 物 を 唯 一 の 炭 素 療 と し て 与 え
る と ､ そ れ を 用 い る の に 必､要 な 酵 素 を 産 生 す る ｡ た と え
- 5 7 -
ば ､ 肉 エ キ ス 等 を 含 む 通 常 の 培 地 で E. c ol i を 増 殖 さ せ
る と ､ テ ク ト - ス の 代 謝 に 必 要 な ガ ラ ク ト シ ド 透 過 酔 秦
も ､ ♂ - ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ も 作 ら な い ｡ し か し ､ テ ク ト
- ス を 唯 一 の 炭 象 療 と し て 与 え る と ､ こ れ ら の 酵 素 を 大
童 に 産 生 す る ｡ し か し ､ テ ク ト - ス と 共 に グ ル コ ー ス を
培 地 に 加 え る と ､ こ れ ら の ラ ク ト - ス 利 用 の 酵 素 の 生 合
成 は ､ 直 ち に 抑 制 さ れ ､ テ ク ト - ス 利 用 が す み や か に 止
ま る ｡ こ の 様 な グ )LJ コ ー ス 効 果 (glu c o s e ef fect) あ る
い は ､ 異 化 代 謝 産 物 抑 制 (catab?1 i te r epr e s sio n )
(5ヨ )
に ､ CA H P(cycl ic ade r10 Sin e 5
'
- m o nopho sphate ) が 関
与 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る ( 臥 ) ｡ こ の 様 な 制 御 が
か か る 遺 伝 子 と し て は ､ 1a c ､ a r 舌 ～ gal ､ m al の 各 オ
ペ ロ ン ､ マ ン ニ ト ー ル お よ ぴ ソ ル ビ ト ー ル の 利 用 ､ 達 化
性 ､ 繊 毛.､ タ ロ ラ ム フ ェ エ コ
ー ] t/ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ ､ タ ロ ナ シ ン 産 生 還 伝 手 筈 が 知 ら れ て い る ｡
そ こ で ､ C i tr obacte r fr e uld i i G N346の セ フ ァ ロ ス ポ
7] ナ - ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に お け る ､ グ ル コ ー ス 効 果 を 検 討
し た ｡ 実 験 方 法 は 方 法 の 部 Ⅱ - l 了) に 記 し た ｡ F igur e 2
- 6 はⅠP T G(Is oprop yl t h io - ♂ - gala cto si de) を 加 え て
誘 導 巻 か け た 時 を O t iJn e'と し て ､ 酵 素 活 性 首 謝 定 し た 結
果 で あ る ｡ (A ) が β - ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 ､ (B)
が β - ラ ク ク マ - ゼ 活 性 を 表 わ し て い る ｡ そ れ ぞ れ ､ p打
7.0 ､■0. 1月リ ン 酸 バ ッ フ ァ の 条 件 で ､ (A) O N P G(0 -
ni tr ophe ny ト β - D - gala ctop yr a n o si de) お よ び ,(B) セ
ア ア ロ ') ジ ン を 基 質 と し て 潮 定 を 行 っ た ｡
- 5 8 -
O
N
▼】 - -
く:)
の _
言葛
忘妄鷲
声望
o
m 髭
O
U
-
ロ1
1
､
O
O L O
d
-a
■■ ●
U て)
○ む
宍 筒 召tO
q ■■ l ■ ■ ■ 一
td
o 喜望
o )
〈 旨 w
-旨転記
1ト■
警･:o
-
芸
○ -
Ot
M
;:o
l
O
+
■ ■
甲 O
o
r3記
モカ
〈〇 O
OJ ”
くβ
O く3
a. O
m 血 .
o 0
くN 糾
～
くり
田
中ー
の
d ～
め
ヽ ■ 一 ′
1⊃ (⊃0
O O 0
LE) O tL)
Y - ▼
一 ■
(u 桝OR3 5LiJ/u!uj/S alOu j u)Å1!^!l⊃管 ∂ 駆 U u管書⊃町 ･V
I
-
o
～
(ウ
㊨
O
8 望
蓋 o:良
0
0
0
(～
～
(り●
～
･<
〉
00 0 0
O O 0 0
紳 郎 O Jd 5ujlu 3.L u/S 叩 L uu)克l?^!1｡ e ∂S eP!S O13叩 6一日
可■ (り r
- 59 -
㌔ - ～
dq:
ヽ w ■′
～
亀乃
噌
Ⅶ
●
読 腰
思 届
u U
昭
吾篭
芯患
●
こ 山
.空 こ
ゆ J .
- ■一
題品
名= ヽ ノ
■ ‾
a)
旨望
aI 相
o:義
意表
葛嘗
吋
叫
U
G?
叫わ ･ ･
叫 - -
LLl
(の
払
Q)
ゝ_
ヨ
苛っ1
a:
C . fT e u nd i iG柑3趨6 の β - ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 清 隆 披 ､
0.5 %の グ ル コ - ス の 添 加 で 明 ら か に 抑 制 さ れ た ｡ ダ )i,
コ ー ス 無 添 加 で の β - ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ 産 生 馨 は ､ (i)37
℃ 増 殖 ､ (2)20℃ 増 殖 ､J(
3) ペ ン ジ ル ペ ニ シ . 7]･ン 存 在 下 20℃
増 殖 ､ の 頓 に 減 少 し て い る が ､ こ れ 披 ､ 細 胞 の 増 殖 速 度
の 澄 に よ る と 考 え ら れ る ｡
C. fr c u nd i i G N3 46の β - ラ タ ク マ - ゼ 清 隆 は ー 2 0℃ ､
3 7℃ い ず れ の 温 度 に お い て も ､ ま た ､ 誘 導 物 蛍 ､ ペ ン ジ
ル ペ ニ シ T) ン の 添 加 の 有 無 に か か
.
わ ら ず ､ グ ル コ - ス の
影 響 は 見 ら れ な か っ た ｡
E} 上の 結 果 よ り ､ g1 日 軸 G N3 46の β - テ ク ク マ
- ゼ 産 生 は ､ 菌 体 内 c見出P レ ベ )i, に ､ ･. そ の 産 生 が 御 御 さ れ
る β - ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 系
■
と は 異 な る 制 御 を
受 け て い る と 考 え ら れ る ｡ ま た 葬 具 花 代 謝 酵 素 を 支 配 す
る 酵 素 ､ ト ラ ㌢ ス ボ ゾ ン Tna に 支 配 さ れ ､ 構 成 約 に 藤 生
さ れ る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー
ゼ (55) ､ な ど と も 産 生 様 式 を 異 に す る も の と 思 わ れ る ｡
第 3 欝 欠 失 変 異 体 を 用 い た 誘 導 産 生 機 構 の 解 析
寮 2 章 第 1 節 で 述 べ た 誘 導 産 生 の 機 構 を ､ さ ら に ､ 遺
伝 学 約 な 手 法 を 用 い て 換 酎 す る た め に ､ 第 1 章 で 得 ら れ
た ､ ら 生 地 G N34 6
'
の セ フ ァ ロ ス ボ 7) チ - ゼ 遺 伝 子
を ク ロ ー ニ ン ダ し た プ ラ ス ミ ドpT !71 を 用 い て ､ 次 の 研
究 を 行 っ た ｡
- 6 0 -
ま ず ､ pT Y71 をC｡ fr 跳 nd i i G 柑3 攻6- 且6に 形 栄 転.漁 法 で
導 入 し ､ Bそ の 発 現 を 胡 べ た ｡ ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト 紘 ､
2 5jL芦 / mlの カ ナ マ イ
■
シ ソ 含 有
■
マ ッ コ ン キ ー 寒 天 平 板 で
選 択 し た ｡ 得 ら れ た ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト の 一 つ か ら ､
D N Aを 簡 易 法 で 鋼 製 し ､ 0.8 %ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動
を 行 い ､ E. c ol i C600/ pT y71 十 よ り 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ドD N Aと 比 較 し た (F igtl r 82 - 7) ｡ 確 か に pT !71 プ ラ
ス ミ ド が ､ ql 挫旦 班旦臼 G N3 鵬 - 1 6申 に 導 入 さ れ て い る こ
と が 確 か め ら れ た ｡ GN346- 16は ､ G N3速6 をN T G処 理 し て
得 ら れ た 変 異 株 で (ヨ5 ) ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ 産 生 登 は
親 株 の 1 % 程 度 で あ り (Tab le 2 - 1) ､ ま た 温 度 誘 導
能 も 失 っ て い る (F igtl r e2 - 8) ｡ GN34 6- 1 6/pT Y71 ＋
の 37℃ に お け る 酵 素 産 生 董 は ､ 親 株G N34 6と 同 レ ベ ル で
あ っ た (Tab le 2 - 1) ｡ F igu r e岩 - 8 は温 度 碗 導 髄 杏
弟 2 牽 寮 1 節 と 同 様 の 方 法 で 竣 射 し た 結 果 で あ る ｡ さ ら
に ､ G N346- 1 6/pT ¥71 ＋ は ､ G N346 と同 様 の 典 型 的 な 温
度 誘 導 騰 が 組 め ら れ ､ 酵 素 産 生 登 はGN346と 同 レ ベ ル に
達 し た ｡ こ の 結 果 よ り ､ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た7.‾3k b の
E
_9,9R I フ ラ グ メ ン ト 内 に は ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 構
造 遺 伝 子 と 共 に ､ プ ロ モ ー タ ー ､ オ ペ レ ー タ ー 領 域 を 含
む こ と が 明 ら か と な
.
っ た ｡
次 に ､ 7. 3k b Ec oR I フ ラ グ メ ソ ト 内 の 制 御 遺 伝 子 を 換
射 す る た め に ､ 制 限 酵 素n in cI I によ る 部 分 切 断 を お こ な
っ た ｡ 1 p g の pT Y71D 打点 に対 し て ､ 1 ユ ニ ッ ト の
flin cI Iを 加 え ､ 3 7℃ で 5 ､ 1 0､ 1 5､ 3 0､ お よ び45分 間 反
- 6 1 -
一 喝 監的酢
句 境⑳鑑
噸 虹納 ⑳遜q･
噸 C 6 C
Figu r e2- 7 Aga y
t
o s egel ele ctrophor e sis of pTY71 DNApy
l
ePa Y
l
e Q
fr o mGN346- 16/pTY7l
＋
(a) a nd C600/pTY7l
＋
(臨)｡ Ele ctr opho r e si
w a spey
lfo r m ed in O｡8 o/o aga r o s efo r51ho urs at 1 00mA｡
Table ど-1 Cephalo spo rin a s e a ctivity of the Ci舌p oba e由 T f23e u ndii
c el一s gro wn at 37
oC.
Stytain
Spe cific a ctivity
(units/mg of total c ellula rpr otein)
GN346
GN346-i6
G悶346- 16/pTY71
GN346- 16/pTY1 32
GN346- 1 6/pTY1 33
1 0.8
0.09
11｡5
0.63
0.78
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応 後 ､ 直 ち に 65軍 ､ 15分 加 温 し 反 応 番 停 止 さ せ た ｡ 0｡8
% の ア ガ ロ - ス ゲ )i, 奄 気 泳 動 で 部 分 切 断 を 確 藷 し た (
F i糾 r e2
- 9) ｡ 1 5分 お よ び30分 闇 噺 処 理 し た サ ン プ ル
をT47) ガ ー ゼ で ラ イ ダ - シ 訂 ン し ､ E ｡ c ol a C600を 形 質
転 換 し た ｡ ･臣 フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 且2｡5 郎 g / ml で得 ら れ
た ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 6 株 ､ コ ロ ニ ー 溶 菌 経 で 0.8
% (E Pバ ッ フ ァ ) ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 結 果
がF igu T e2 - 1 0で あ る ｡ い ず れ も pT ¥71 電 気 泳 動 よ り 移
動 度 が 大 き く ､ 分 子 量 が か さ く な っ て い る こ と を 示 唆 し
た ｡ こ の 6 ク ロ ー ン よ り プ ラ ス ミ ドD N Åを 簡 易 法 で 鋼 製
し ､ 制 限 酵 素河in cⅠⅠで 切 断 し て ､ 0. 8 % ア ガ ロ - ス ゲ ル
電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 がF igu T e2 T l lで あ る ｡ 1｡ 3k b の
un cⅠⅠ フ ラ グ メ ン ト が 欠 失 し た プ ラ ス ミ ド (No ･ 2) を､
pT Y132､ 0.6k b ､ 0.7k b ( ダイ マ - ) お よ び 1.3k b の
口まnc王lフ ラ グ メ ン ト が 欠 失 し た プ ラ ス ミ ド (No . 1) を､
pT Y133 と し た(Figu T e2 - 1 3) ｡ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド
D対且 をC. fr eu nd i i G N3 46-1 6へ 形 質 転 換 法 で 導 入 し ､ カ
ナ マ イ シ ン25p g / ml耐 性 の .ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 選
択 し た ｡ 得 ら れ た ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト よ り プ ラ ス ミ ド
DN A を 簡 易 接 で 鋼 製 し ､ 0.8 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
を 行 い ､ Bl 旦旦呈上 C60Oよ り 鋼 製 し た プ ラ ス ミ ドD N A と 比
較 し た (F i糾 r e2 - 1 2) ｡ こ の 結 果 よ り ､ pT¥132 およ び
pT ¥13 3 がBl fr e tl nd i i G N3 46- i 6に 保 持 さ れ て い る こ と を
確 藷 し た ｡ G N3 46-1 6/pT y132＋ ､ お よ びGN3 46- 1 6/
pT y133＋ の セ フ ァ ロ ス ポ T] ナ - ゼ 産 生 登 をTab le 2 - 1
- 6 4 -
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'
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pTY71 D悶Acompletel.〟
dl
'
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Hin cⅠⅠ｡
O e
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Figu r e2- 10 Aga r o s egel
ele ctr opho r e sis of c olo ny
lys ate s pr epa red fr o m strin s
ha rbouring delet･io npla s m l
'
ds
(l to 6). La n e a :pTY71 DNA.
C C C Chr a nd CCC indic ate
chro m o s o m al DNAa nd c o v a弓e ntly
clo s ed cir c ula rpla smidDNA.
El&ctr opho r e sis･ w a spe rfo r m ed
in O18 oL ag紺 OSe gel at l oomA
fo r6 ho u y･s .
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t
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t
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of Hin cI トdige sted pla s mうd DNAs
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O nlju s七 the s a nle Str ain s of
Figuy
t
e 2-10. Ele ctr opho r e s l
'
s w a s
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a/o aga r o主e gel a七 80 V
for 5 ho ur s.
Figu r e2- 12 Aga r o s egel ele ctr opho r e sis
of n o- dige sted DNAs . Ele ctropho r e sis
w a spe rfo r m ed in 0.8
o/a aga r o s egel at
80 V fo r4 ho u
.
r s.
La nle a :GN 346- 1 6, b: C600/pTY133
c :GN346- 1 6/pTY1 33, d:■C600/pTY132,
a nd e :･ GN346- 1 6/pTY132｡
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敬
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鮎指
｡冊
に 示 し た ｡ G N34 6- 1 6申 で p 門 132 お よ びpTY133はpT Y71 の
的 5 %の 産 生 馨 し か 発 現 し て い な い ｡ ま た ､ そ れ ら の 温
度 誘 導 能 を 換 射 し た▲の が Figu T e2 - i 4で あ る ｡ G N3 46- 1 6
/pT !71 十 法 ､ 典 型 的 な 温 度 魂 導 を 示 す が ､ G N346- 1 6/
pT 官132十 ､ お よ び G 対346- 1 6/pT !133＋ は 温 度 誘 導 能 を 克
っ て い た ｡
pT !7 1 の 構 造 遺 伝 子 の 左 悌 ､ 少 な く と も1｡ 3 k bffin cⅠI
フ ラ グ メ ン ト を 欠 失 す る こ と に よ り ､ 温 度 誘 導 能 は 失 わ
れ ､ さ
‾
ら に 酵 素 産 生 登 は ､ 顕 著 に 低 下 す る こ と が 明 ら か
と,な づ た ｡ こ の 結 束 は ､ C. fre und i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7)
チ - ゼ 産 生 に は ､ ポ ジ テ ィ ブ な 制 御 系 が 関 与 し て い る こ
と を 示 唆 し て い る ｡
次 に ､ 誘 導 物 宴 に 対 す る 反 応 性 を 見 る た め に ､
G N346- 1 6/ pT ¥71 ＋ の 培 養 菌 液 ヘ ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン を
添 加 し ､ 辞 真 産 生 量 を 竣 訂 し た (F igu r e2 - 15) ｡ 培 養
温 度20℃ に お い て ､ ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン に よ る 誘 導 産 生
法 ､ ほ と ん ど 藷 め ら れ な か っ た ｡ こ の 条 件 下 で ､ 3,2 00
p g / 叩1以 上 の ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン を 添 加 し た 時 ､
G Ⅳ･3 46- 1 6/ pTy7 1 ＋ は ､ 明 ら か に 溶 菌 を 起 こ し て い た ｡
ま た ､ G 村3 46- 1 6 はG 封34 6に 比 較 し ､ 3 7℃ a)増 殖 中 に 凝 集
し や す く ､ 菌 細 胞 表 層 に 変 異 を 起 こ し て い る 可 鰭 性 が 考
え ら れ た ｡ F ig u re 2 - 1 6 は､ G N346 とG N346- 1 6の 膜 賓 白
を ､ 実 験 の 部 丑 - 2 3) の 方 法 で 鋼 製 し ､ 1 0 %の･S D S- ポ 7)
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た も の で あ る ｡ 主 な
膜 蛋 白 の 電 気 泳
■
動 バ タ ー ン で の 差 異 は ､ 藷 め ら れ な か っ
- 6 8 -
た ｡ し か し ､ G 何3 46とG N346- 1 6と で 碗 噂 物 質 の 薗 細 聴 表
層 適職 が 異 な る た め ､ G N346- 1 6/ pT ¥71 ＋ が ､ 酵 素 誘 導
健 肴 示 さ な い 可 能 醸も 否 定 出 来 な い ｡ 骨 の 飽 ､ G N3 46- 16
/ pT ¥71 ＋ で 演 者 物 輩 に よ る 酵 素 魂 導 が 低 い 理 由 と し て ､
GN3凍6 は､ 2 礎 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生 制 御 系 を 持
つ こ と が 考 え ら れ る ｡ 一 つ は ､ 温 度 誘 導 に 国 儀 し ､ 飽 は
轟 導 物 質 に よ る 誘 導 に 関 す る も の で あ る ｡ GⅣ346- 1 6/
pT y71 ＋ で は ､ 温 度 顔 導 能 を 示 す 制 御 系 し か 飽 い て い な
い と す れ ぼ ､ 実 験 的 に 得 ら れ た 哉 象 を 就 明 可 能 で あ る ｡
一 段 階 の 変 異 の 中 で も ､ 温 度 誘 導 能 は 野 性 味 の G 封3 塵6 と
同 じ で あ る が ､ 誘 導 物 質 に よ る 誘 導 能 を 発 っ た 変 異 体 が
実 際 に 分 離 さ れ て い る (56) ｡ し か し ､ こ の 様 な 制 御 系 を
実 証 す る た め に は ､ さ ら に 多 く の 実 験 的 扱 拠 が 必 要 で あ
る ｡
- 6 9 -
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解 讃 牽 C 瓦 恵 方･ 0 払 還盈 屯ニ 恕
:
宅空 耳
･
雷 ヱ- 司∋ 乳盈l皿 屯盟 息 且 脚 増巴 =ア ァ 監認
一 見 ポ び づト - 増ど 旗 艦 一議こ
碓⊃ 聴 曲 が ラ ム 陰 性 腸
内 細 菌 各ニ お 各二部 る 兜 磯
こ こ で は ､ Es che rich ia c ol iを 主 と し て ､
もy ph im u riu m ､ PT Oもe u s miTab i 且is ､
Saまm o nel la
PT O七e us m o rga ni i､
pr oもe u s v urgal is に ､ ク ロ
ー ニ ン ダ し た C｡ fT eund i i
セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達 転 予 審 入 れ ､ を の 発 哉 を 検 討 し
た ｡
E ｡ c oユi は ､ 定 一 12の 亜 株C600を 周 い た が ､ 正 一 1 2は ､ 汲
亀 捧9逢｡3分 に E ｡ c ol i 特 異 的 β - テ ク ク マ - ゼ を 支 配 す
る 遺 伝 子 a mpC の 存 在 が 知 ら れ て い る ｡ こ の β - テ ク ク マ
- ゼ 古j: ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ で ､ 構 成 的 に 産 生 さ れ ､
菌 の 増 殖 速 度 の 上 昇 と 共 に 産 生 董 が 増 加 す る ｡ そ の 理 由
は ､ T) ボ ソ - ム 蚤 に よ り 構 造 変 化 を 受 け る ､ 染 色 体 の プ
チ エ 且 エ ー ク ー (a七七e n u ate r) 構 造に よ っ て 説 明 さ れ て
い る (51 ) ｡ ま た ､ こ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と ､ frdD
(ftl朗a r a七e r edu c七a se) の タ ー ミ ネ ー タ ー (七er min ate r)
と 披 ､ 重 な っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ て お り (57' ､ 他
に 鋼 節 遺 伝 子 は 発 見 さ れ て い な い ｡ 招 い たC600を 含 め ､
多 く の旦エ 99ii 株 は セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 産 生 は き わ
め て わ ず か で あ る が ､ こ の 道 伝 子 の 変 異 に よ っ て ､ ♂ -
ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る ｡ そ の
- 7 3 -
適 任 約 機 構 と し て ､ (1)適 任 子
r
o 重 視 増 幅 (58) (59) ､ (2) プ
ロ 骨 一 夕 - 棟 造 の c o n紬 n S 視S 畠equ e n c eへ の 変 異 ､ す な わ
.ち ､ E ｡ c ol i で知 ら れ て い る よ り 歯 車 の 廉 い プ ロ 尊 一 夕
一 塩 基 配 列 へ･の 転 換(60' ､ (3け チ エ 且 羊
-
-
ダ ー 構 造 の 変
異 (61 ) ､ の 3 つ の 原 因 が 知 ら れ て い る ｡
Pr oもe u s n oTg a ni i特 異 的 9 - ラ ク タ マ - ゼ に 披 ､ 構 成
約 酵 素 と 誘 導 的 酵 素 の 両 方 が 知 ら れ て い る ｡ 誘
■
噂 約 酵 素
披 ､ ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン 等 で 醜 導 き れ ､ 構 成 駒 酵 素 は ､
噂 養 温 度 に 影 響 さ れ ず に 高 い 酵 素産 生 登 を示 す (62 ) ｡ 摺
い た P. m o rga ni i
素 産 生 登 を 示 す ､
15 10/9 は.､ 錬 成 約 に き わ め て 商 い 酵
P. m o rga ni i1510をNT G 処 理 し ､ 酵 素
産 生 塞 が 顕 著 に 低 下 し た 株 で あ る ぶ
P. v tlrgal is は ､ 誘 導 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 産 生
す る が ､ 用 い た旦エ 幽 富22- 2 は､ ♂ - .テ ク 夕 ム 抗
生 物 紫 に 対 す る 削 C が 高 い に も か か わ ら ず ､ ♂ - ラ ク ダ
マ - ゼ は 換 地 さ れ な い 菌 棟 で あ る･｡
P. Blir ab i l is は ､ 染 色 体 性 ペ ニ シ 7) チ - ゼ を 構 成 約 に
産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る 菌 種 で あ る ｡ 使 用 菌 棟 Pl
mir ab i l is.25 は､ 8
- ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 が 簸 め ら れ な い
薗 株 で あ る ｡
､
旦土 地 披 ､ 旦エ S9ii と 頚 髄 し.､ 構 成 的 な セ フ
ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ を 支 配 す る 遺 伝 子 を そ の 染 色 路 上 に 緒
つ が ､ 使 用 菌 株Bl 幽 且 LT - 2 は ､ ♂ - ラ ク ダ マ
- ゼ を ほ と ん ど 産 生 し な い 菌 株 で あ る ｡
- 7 4 -
欝 且 藩 飽 菌 礎 へ の CiもTわba cもe T fr e 也nd i 五G N346の せ フ
ア ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 遼 旗 手 の 導 入 と 骨 の 発 現
C｡ fT e 屯md ii G 河346の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 選 炭 子 の
導 入 に は ､ プ ラ ス ミ ドp 悶75 番 潤 い た ｡ p 閃 75 は､ in ch?
の プ ラ ス .ミ ド題388(F畳gu T e3 - 1) の 一 価 繭 存 在 す る ､
堅旦旦髭Ⅰ 堺 筋 部 位 に ､ pT ¥71 の E2フ ラ グ メ ン ト (7｡ 3 鮎b
RLO定i フ ラグ メ ソ ト) を♂ ロ - ユ ン グ
I
L な お し たあ の で
あ る ｡ 詑388 とpT ¥71 をEc oR ヱ で切 断 し ､ 甘魂 7] ガI - ゼ で ラ
イ ダ ー シ 訂 ン し ､ E . c ol i C600を 形 栄 転 換 し ､ ト 7] メ ト
プ T) ふ 50 p g / m且､ セ フ ァ ロ 7) ジ ン 12.5 p g / ml耐 蝕 ､
カ ナ マ イ シ ン 12.5 p g / ml感 受 性 の ク ロ ー ン を 選 択 し た ｡
得 ら れ た ク ロ ー ン の 1 つ よ り プ ラ ス ミ FD舶 を 鋼 製 し ､
御 取 酵 素Ec o皮Ⅰ で 切 断 し ､ 0 .8 %ア ガ ロ - ス ゲ )i) 電 気 泳
勤 番 行 ,つ た (F i糾 r e3 - 2) ｡ 詑3 88に pT Y71 の 7｡3 k h
旦旦夕定Ⅰフ ラ グ メ ン 軒 が タ ロ - ユ ン グ さ れ て い る こ と が 確
藷 さ れ た ｡
旦ユ i Rii 以 外 の 砲 菌 雀 ヘ の pT¥75 の 導 入 方 法 は ､ L プ
ロ ス ゅ で の 接 合 伝 達 に よ り 行 っ た ｡ メ イ テ ィ ン ダ 時 間 は
6 時 間 で 行 っ た ｡ P. mirab ilis 25 ､ S. ty ph im u ritl m
L T- 2､ 旦ヱ ViELgBiiS ∬- 2 2- 2､ P.i 嘘 ユ 1510/9 から
い ず れ も ､ 7) フ ア ン ピ シ ン 耐 性 マ ー カ ー (朋 C 200p g
/ ml) をつ け た 変 異 昧 を 分 離 し て 用 い た ｡ ト ラ ン ス コ ン
ジ ュ ガ ン ト の 選 択 は ､ ト 7) メ ト プ T) ム 50p g / mlお よ び
7) フ ァ ン ビ シ ソ 50p g / ml.含 有 マ ,?
コ ン キ - 寒 天 平 板 で
- 7 5 -
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Tab頂e 3-巧 Subsも㍗紙 e py'o官瑠瑠e of tepha頂o spo m
'
m a s e of
giお obac!*ep 伽 undii GN3卑6 l
'
n v a rio u s sもyla紬s ｡
s 帥ain ･ 料 給血 喜get亨豊詫言
a-
C｡ fm un≦蕗i
GN346
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凱 eo乙i
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C600/pTV71
C600/pTY91
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C600/pTY 93
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P｡ mip abi 乙i8
25/pTY75
S｡ 鞄phiTTatu ㍑m
LT- 2/pTY75
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行 っ た ｡ 但 し ､ 旦エ gy e u md i i G N3 鯛- 且6の 鳩 禽 は ､ ト Y] メ
軒 プ 7] ふ 50p g / m且禽 衛 シ 骨 ン ズ ク 温 ㌢ 酸 寒 天 帝 板 で 選
択 し た ｡ E ｡ c ol i は ､ ク 皿 ン 酸 利 潤 騰 が 無 い の で ､ C ｡
fr eumd 呈iの み 巷 適 訳 ･で 蓉 る ｡ 甘ab 且e 3 r l に 37℃ に お 柑
る ､ こ れ ら ト ラ ン ス コ ン ジ 且 ガ ン ト の 酵 素 産 後 登 お よ ぴ
基 盤 蒋 異 性 を 示 し た o
E ｡ c ol i ､ P ｡ miT ab 五且is ､ S｡ 七y 納 豆悶 u Tiu 榊 ､
v u Tgal is ､ P ｡ m o rga ni i い ず れ に お い て も ､ G3
El
fT 8 u md i i
G N346の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ゼ 遺
.
伝 乎 の 発 現 が 確 赦 さ れ
た ｡ し か し ､ き わ め て 低 い レ ベ ル で し か 発 現 し て い な い ｡
P｡ 朋iT ab i l is お よ びP . vtRTgal is に お い て 披 G N3趨6 の
0.3 % - 0.5 %確 度 で あ り ､ 飽 薗 馨 で はG 尉3趨6 の 3 - 6
% 程 度 の 酵 素 活 性 で あ っ た ｡ 星ヱ c o王立 に お い て は ､ ぞ の
セ フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 が ､ p甘官71 お よ び
pT ¥9 5 で の 自 己 の プ ロ 号 - ダ ー に よ る 場 合 も ､ ま た ､
pT ¥9且 ､ pT Y9 2 ､ pT y93 ､ pT !9連 ､ で 見 ら れ る ベ ク タ -
プ ラ ス ミ ド の プ ロ モ ー タ - か ら の T畠ad もぬT Ough によ る 場
合 も ､ G N346の 4 %程 度 で あ っ た ･｡ ま た ､ 興 味 あ る 点 は ､
c. fT e und i i G N34 6一 息6ゅ で ､ pT ¥7 且 とpT ¥9 5 で は 酵 素 産
生 登 が10倍 異 な る こ と で あ る ｡ p甘¥7 且 は､ プ ラ ス ミ ド
coI El に カ ナ マ イ シ ン ト ラ ン ス ポ ゾ ン T幻豊 の 転 移 し た p円
尾且を ベ ク タ ー と し て お り ､ E. c o且i ゅ で 通 常 を の コ ピ -
数 は2 0- 3 0 と さ れて い る (6ヨ) ｡ ま た ､ p甘!9 5 は豆皿 C肘の プ
ラ ス ミ ド定3 88を ベ ク タ ー と し て お り ､ 正. c o且i 申 で は 通
常 ぞ の コ ピ ー 数 は 2 - 3 程 度 と 考 え ら れ て い る ( 弘 ' .
- 7 8 -
甘ab 且e 3 - .且 に 記 し た プ ラ ス ミ 貯 は ､ むヽ ず れ も 骨 の 宿 産
に お い て ､ 安 定 で あ っ た が ､ 詔 ピ - 数 枚 ､ 毘 ｡ c o且且 坤 と
同 じ と は 必 ず し あ 考 ぇ ら れ な む､ ⑳ 従 っ て ､ 酵 裏 庭 盤 馨 の
相 違 は ､ 糾 プ ラ ス ミ ド の コ ピ - 数 が ､ E｡ c o且最
fT e Ⅶ皿d i i坤 と で は 異 な る た め ､ 綬)詔
申 と ら
ど - 数 は ､ E｡ c o且k
申 と 同 株 .で あ り ､ ぜ ジ テ ィ プ な 御 伽 の 飽 に ネ ガ テ ィ プ な
閤 御 系 が 存 在 し ､ せ フ ァ ロ ス ポ 7] 少 - ゼ 適 任 乎 発 現 に 対
す る n egaもi右e ge 血e do s age e雷 紬 cも が 飽 い た た め ､ (3)プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー か ら の 強 力 な T e ad 紬T O ugぬが ､ gl
fT 飢 nd i iに お い て の み 飽 く ､ 等 の 理 由 が 考 え ら れ る ｡
E. c o且i ゅ で の ､ こ の せ フ ァ D ス ポ 7] サ ー ゼ ナ - ゼ 逮
夜 手 の 発 現 に 対 す る 培 養 温 度 の 影 響 を 娩 謝 し た (F igu r e
3 - 3) ｡ E ｡ c o且s C60O/p 悶 71 十 は ､ 塩 度 に よ る 誘 導
産 鐘 披 踏 め ら れ な か っ た ｡ 次 に ､ BI E 9i iC600/ pT Y7且 十
の ベ ン
.
ジ ル ペ ニ シ 7] ン に よ る 誘 嘩 を 披 謝 し た (F igu Te 3
- 逮) ｡ 方 汝 は 実 験 の 部 署 - 2 2) に 記 し た ｡ 培 養 液 1 ml
あ た り､ の 酵 素 清 隆 健 を 珊 定 し た ｡ な お ､ 芝OO p g / 約1戯
止 の ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7]-ン の 添 加 で 披 ､ 揺 薗 が 観 察 さ れ た ｡
こ の 結 果 は ､ 虹 望腰上垂 C60 /p 悶 7且 ＋ で は 十 分 な 誘 導 物
質 存 在 下 で あ ､ 2 0℃ に お い て 披 酵 素 誘 導 が は と ん ど 起 こ
ら な い こ と 沓 示 し て い る ｡ さ ら に ､ 礎 々 の 培 養 温 度 に お
抄 る ペ ン ジ ル ペ ニ シ T] ン の 助 濃 壕 換 謝 し た 川 ab 且e 3 -
2) ｡ 対 数 増 殖 期 中 靭 (OD6且On 悶 - 0.5) の 薗 培 養 液 番
新 た な プ ロ 女 で 5 倍 務 釈 し ､ ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン12.5
p g / m且を 加 え ､ さ ら に ､ 各 曙 養 温 度 で O D610孤m - 0. 5
ナ
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Table 3- 2 Cepha巧o spわy
l 紬 & s ea c七l
'
vity 紬 凱 oo･Li C6 00/pTY 71
g町O W m a七 v am
'
o u s七e mpe ㌣畠融かe i
.
m 肋 e pres e n c e o r abs e n c e of
be m zylpenicW n
'
n ｡
GylO Wth Ⅰmduc e yl C O n C e n七r atl
.
On Ceph革lo spo m
-
n a s e a c七紬 my
te mpe r aM e (vg/ml) (UnlL.ts!&冒g｡冨言1ula 叩 ▲.七ein)
25oC
30oC
37oC
42
oC
0. 0｡58
1 2.5 0｡61
0 0｡52
1285 0｡56
0 0｡68
12 ｡5 0｡73
0 0｡69
1 2｡5 0.73
A ba c七色ri郎 c ul 七u r egyto wing e xpo n e ntia耶y in .BHI br otha七 a n
n dl
'
c ated 七empe r atu r e w a sdiluted 5
一 千oldwith.もfre sh m ediu m
to gl
'
v色 a n optic a一 de n s 1
'
ty of-abo ut O･1 畠七 610nm ･ In
■the c a s e
a七 c ul tl
.
V a七io nin 七he pr e s e nc
-
a of a nindu ce yl , the indic ated
a m o u nt of be n zylpe nic l
.
1 Tl
'
n w a s added 七o もhe c ul七ure ｡ The
dl
.
luted c ul もu yte w a s紬 c uba七ed wi thshakl
'
ng a_t もhe in
dicated
もe mpe ㍗a七u r e u n七l
'
l l
'
ts op七ic郎 ･ d印 S l
'
ty a七 610n m r e a ched abo ut
. ●
o｡5. Cephalo spo r l
B
n a s e a c七棚 七y w as m e a s u r ed by Fe rr et
.
s ･
m ethod｡ Cefa z olin w a s u s ed a s s ubs七ra七e ｡
- 8ヨ -
に な る ま で 振 と う 培 養 後 ､ 酵 素 活 性 を 測 定 し た o 対 照 と
し て ､ ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン を 添 加 し な い 32Zl輿 揺 同 様 の 腹
鰭 沓 行 っ た 薗 噂 尊 液 の 酵 素 清 隆 を 測 定 し た o こ の 結 果 よ
り ､ E ｡ coi l C600/ pT 嘗71 ＋ は ､ 2 0℃ ､ 2 5℃ ､ 3 0℃ ､ 3 7
℃ ､ 4 2℃ い ず れ の 温 度 に お い て も ､ ベ ン ジ }L/ ペ ニ シ Y] ン
に よ る 誘 導 が 起 こ ら な い こ と が 明 ら か と な っ た ｡ す な わ
ちE ｡ c oli に お い て C ｡ fT e㍊ nd i iの せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー
ゼ 産 生 塞 が 低 い の は ､ 産 逢 の 誘 導 が か か ら な い 結 果 と 考
え る こ と が で き る ｡
S ｡ 紬ph i一粒u Ti心m Lつト2 /pT 官95 ＋ ､ P｡ m o Tgani i 且510
/9 /pT Y95 ＋ お よ び P｡ Ⅴ 岨Tgal is 監22- 2 / pT ¥95 ＋ の
培 養 温 度 上 昇 に よ る ゼ フ ァ ロ ス J# }] ナ - ゼ の 誘 導 を 換 謝
し た 結 果 が F igu r e3 - 5 およ び F igu Te 3 - 6 で あ る ｡ こ
れ ら の 酵 素 産 生 畳 は ､ gl 軸 に お け る よ り も い ず
れ も 低 く ､ 3 7℃ に お い て も20℃ の ､ 2 - 3 倍 程 度 の 増 加
し か 示 さ な い ｡ す な わ ち ､ 薗 礎 に よ り 登 は 認 め ら れ る が ､
旦エ 里旦旦_L に お け る の と 同 様 ､ こ れ ら の 薗 に お い て も ､ B_1
fT eu nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ T] ナ ∵ ゼ は ､ 十 分 に 誘 導 産 盤 が
起 こ ら な い こ と が 明 ら か と な り ､ そ の 結 果 ､ 産 生 登 が 低
い も の と 思 わ れ る ｡ .
こ の 事 実 は 染 色 路 牲 の 凌 - プ ァ ロ ス ぜ 7] サ ー ゼ 選 任 辛 が
プ ラ ス ミ ド 上 に 転 移 し て ､ R プラ ス ミ ド 推 し て も ､ 鞄 菌
敏 内 で は 宿 主 薗 の 耐 性 に は 大 き く 尊 卑 で き な い こ と を 示
唆 し て い る ｡ プ ラ ス ミ ド 性 の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ゼ が ､
自 然 界 よ り ほ と ん ど 分 離 さ れ な い 一 因 と 考 え ら れ る ｡ 哉
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在 朝 告 さ れ て 払､ る 唯 一 の プ ラ ス 竜 粁 支 配 せ フ ァ m ス ポ 7]
チ - ぜ の 駒絹ま ､ 序 鶴 で あ ふ れ た が ､ 旦i. 田立T ab 急呈且s 22
発 兇 さ れ た ､ 臥 ci9ii の 旦那蛸 遼 患 者 が 転 移 し た プ ラ ス ミ ド ､
設22盗で あ る o こ の プ ラ ス ミ ド は す で に 保 存 申 に 摘 発 し て
お り ､ 現 在 他 に 例 は 無 い o 著 者 の 縛 允 結 果 か ら ､ 耐 性 健
の 低 い 菌 株 を 多 く ス タ 7) - ユ ン グ す れ ば ､ 簸 亀 絡 性 せ フ
ァ ロ ス ポ T] サ ー ぜ の 転 移 し た プ ラ スuミ ド が 宿 然 静 よ り 娩
蜘 可 能 と 思 わ れ る o
ま た ､ C｡ fT e Ⅶ皿d i iの せ フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 適 践 子 の
発 項 が 鞄 歯 髄 に お い て 低 い 原 因 と 閑 適 し て ､ 準急明野撃m.中学軍蔓
ぉ よ び ¥a 弧 Ofs 如 の 興 味 あ る 報 告 が あ る (b
5 '
｡ 彼 ら 披 ､ ㌫
fr e u nd i iの 軒 7) プ 恥 フ ア ン 舟 ペ ロ ン を タ ロ - ニ 3/ ダ し ､
E｡ c ol i 申 で そ の 発 現 を 帝 ペ た ｡ 塁_. c ol i 申 で は ､ 濃 か
培 地 で 培 養 し て も ､ ま た ､ 恥 7) プ ト フ ア ン 浄 ペ ロ ン の 7)
プ v ッ サ . - で あ る且監且里と ア チ エ 且 3E - ♂ - か ら 脱 抑 制 (
de T 印 T e S Sio 皿) さ せ る ‡盈且 (昔ndo且e - 3- a c Ty且ic ac呈e)
を 加 え て も ､ ト 7] プ ト フ ア ン オ ペ ロ ン の 発 萌 は き わ め て
低 い こ と 沓 観 客 し て い る ｡ す な わ ち ､ E. 1c o旦i 坤 で 披 ､
セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ と 同 株 ､ 発 哉 が 低 く ､ し か も 醜 車
が か か ら な い ｡ ｡ し か し ､ 旦i. 也 申 で は ､ iERBの
抑 制 ､ 凝 抑 制 の 発 現 は 顕 著 に 行 わ れ ､ 凝 抑 御 S: よ り ､ ト
7] プ トフ ァ ン 身 ペ 田 ン の 支 配 す る 酵 素 鮮 の 藤 生 馨 は ､ き
わ め て 高 か っ た ｡ ま た ､ 彼 ら は ､ 旦!
c o且i､ S 払ige且Ia dys e nte ria e､ S.
fT eu nd i i､ E｡
ty紬im 也r呈q m､ 鑑 ｡
a e TO g e n e S､ Se T r atia m a r c e s c e n sの ト 7] プ トフ ア ン オ
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ペ ロ ン の プ ロ を - ♂ - 領 域 を 放 駁 し て い る ｡ 臥 fT e u nd i i
を 除 く ､ こ れ ら 塊 肉 細 菌 の ト 7) プ
1
計 フ ア ン 浄 ペ 田 3/ の プ
ロ 号 - ♂ - の 塩･基 配 列 は き わ め て 頚 髄 し て い る が ､ g.i
紬 etl nd i iの そ れ は･､ 毘N A po且y悶 e TaS eの 組 織 部 段 の 塩 基 配
列 が ､ 飽 の 薗 硬 と 異 な っ て い る ｡ こ れ が ､ a. fT e umd i i
の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] サ ー ゼ 適 任 子 の 毘｡ co且呈 申 に お 狩 る 発
萌 の 髄 さ の 一 因 か も し れ な い ｡
ま た ､ ト 7) プ 軒 フ ァ ン 浄 ペ ロ ン の 浄 ペ U - ♂ - 部 分 ､
す な わ ち且こ里旦の 支 配 す る T] プ レ ッ サ ー 結 合 簡 域 披 ､ す で
に 弘 9Rii に お い て 明 ら か に さ れ て お り ､ き わ め て 解 散
的 な 如 ad sym m e忠T y を 形 成 し て い る o G
q
. 星空 軸 の 恥
7] プ 恥 フ ァ ン オ ペ ロ ン の 浄 ベ レ - ダ ー 部 分 に も ､ こ の
dyad sy捌 m eもry は 認 め ら れ る が ､ 富 ｡ c o且主 の ぞ れ と は 明
ら か に 異 な る パ タ ー ン で 為 る ｡ 正 ｡ c o且息 ゅ で ー B3
fTe u 血d i iの セ フ ァ ロ ス ,# 7) チ - ぜ 産 盤 が 軒 7] プ ト フ ァ ン
オ ペ V ン の 支 配 す る 酵 素 産 亜 と 同 様 に ､ 構 成 約 性 質 を 示
す 一 因 が , こ の こ と に 凝 る の か も し れ な い ｡
欝 2 節 富. col a 染 色 体 変 異 株C6 00朋2の 分 離 と ぞ の 性 紫
第 3 章 欝 1 静 で 述 べ た よ う に ､ Bl c o且i ゅ で は ､ C.
fr e u nd i i のせ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 遭 鑑 子 の 発 車 は 低 く ､
か つ 構 成 的 で あ っ た ｡ こ の 原 因 が ､ 旦エ B 9ji す な わ ち 宿
主 僻 に あ る の で は な い か と 予 思 し て ､ al 旦旦呈上 C600/
p 門 71 ＋ の 37℃ に お 抄 る セ フ ァ ロ ス
■
ボ 7] ナ - ゼ 高 度 産 生
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昧 番 ､ 懸 フ ァ 四 Y) ジ 3/ 高 度 耐 隆 を 緒 襟 に肘TG 処 理 に よ り
分 離 し た や N 甘G 処 理 は且OO 郎 E / 榊且､ 3 0℃ ､ 3 0分 で 生 存
率 且 % の 免 件 で 行 っ た ｡ 得 ら れ た せ フ ァ ロ V ジ ン 静 観 練
を50昧 調 べ た と こ ろ ､ 舶 C 鯛 0 卵 富 / 鵬呈番 示 す 昧 が 2 株
得 ら れ た o こ の 2 株 をC6O円2/ p甘嘗71 ＋ と C600朗3/
p 悶 7且 十 .と 命 名 し た o 分 離 額 庶 は ､ お よ を 且0
‾
で 凝 っ た .
こ の 2 昧 の 耐 性 健 の 且 罪 が ､ プ ラ ス ミ ド卵T 官7且 の 変 異 で
な い こ と 番 繭 ペ る た め に ､ 一 度 プ ラ ス ミ ド を 脱 落 さ せ ､
新 た に プ ラ ス ミ ド pT 官7且 を噂 Å し た o プ ラ ス ミ ド 脱 落 法
に は ､ 高 温 処 理 法 ､ 亀 嚢 (ア ク Y] ジ ン 系 ､ 且 争 ジ ウ ム ブ
ロ マ イ ド 等) 処 理 法､ ･ 静 画 稿 粗 鋼 (SE)S等) 処 理 娃 等 が
あ る が ､ 他 の 変 異 が 誘 起 さ れ る お そ れ が 凝 る た め ､ こ こ
で は プ ラ ス ミ ド 間 の 不 和 食 性 を 利 潤 す る 方 接 番 周 い た .
p 悶 鯛 はp 悶7 且 と 同 じ 不 和 食 性 鮮 に 属 す る プ ラ ス ミ ㌍
で あ り ､ F 五郎 T e3 - 7 に 示 す 様 に 館 成 し た ｡ Co 柑且 の ミ
ニ プ ラ ス ミ ドp鬼03に ア ン ピ シ 7) ン ト ラ ン ス ぜ ゾ ン Tn2 6O 且
申 肘
を 官G Nl逢 (定m s2 12) よ り 転 移 き せ て 得 た p且03 : Tn班旦主瀦
38の た だ - 箇 所 存 在 す る 制 限 酵 素塾旦澄田‡ 切 断 部 捜 に ､
p円C81 の ラ ク 計 - ス 浄 ペ ロ ン を 含 む塾旦遡題Ⅰ フ ラ グ メ ン ト
を ク ロ ー ニ ン ダ し た の が pT y48 で あ る ｡ 旦a cZ､ 1a c¥ ､
且ac且遺 践 子 は ､ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 内 の 且堅盟旦 ( 転 移 遺 伝 子
の 一 つ ) の プ ロ モ - ♂ - か ら の 転 写 に よ っ て 発 現 さ れ て
い る ｡ pTY凌8 はCo且E且 免 ま 健 ､ ア ン ビ シ 7) ン 高 度 耐 性 (
> 3200p g / ml) お よ び ラ ク ト - ス 刊 摺 能 巷 示 し ､ さ ら
に ､ 一 夜 ､ 革 新 者 無 添 加 の 培 地 で 培 養 す る と ､ 9 5 %32a 上
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脱 落 す る と い う 性 質 番 示 す ｡ 脱 落 披 ､ ア ン ピ シ 7] ン 感 受
性 ､ あ る も1 は ､ マ ッ コ ン 単 一 寒 天 噂 鞄 等 の ラ タ ト - ス 利
潤 髄 を 風 る 噂 鞄 で の コ 田 エ - の 亀 で 容 易 に 判 別 で き る ｡
前 述 し た 食 フ ァ ロ 7] ジ ン 高 度 耐 隆 変 異 株 に ､ p 悶i8 沓
形 質 転 換 経 で 導 入 し ､ ア ン ピ シ 7] ン 鯛O p g / 悶且で 選 択
し た ｡ C6OO/ p耳管7 i 十 の せ フ ァ ロ 7] ジ ン 高 度 耐 性 株 捻 ア
ン ピ シ 7) ン の 軒柑 C が20 0p g / 悶且で あ り ､ p甘嘗鯛 あ る い
はpT yi8 とpT y7 1 の 共 存 株 の み が 選 択 さ れ る ｡ p甘官鯛 が
共 存 あ る い は 単 独 に 存 在 し て い る 株 は ､ C60 0 が且a cY
‾
な
の. で ､ pT Y逮8 が導 入 さ さ れ る こ と に よ り ､ マ ッ コ ン 串 -
平 板 で ､ 奉 亀 に 著
-亀 し た コ ロ ニ - を 俸 る こ と で 判 別 で き
る ｡ こ の 様 な ア ン ピ シ 7) ン 高 度 耐 性 昧 よ り ､ カ ナ マ イ シ
ン 感 受 性 を 緒 襟 に ､ pT Y鯛 の み を 持 つ 薗 株 を 分 離 し た ｡
得 ら れ たC600門2/ pT ¥48 ＋ おLek びC600M3/pT ¥48
＋ を ､
薬 剤 無 添 加 の マ ッ コ ン 串 - 平 板 に ､ コ ロ ニ - が2 00 - 3 00
娩 出 さ れ る 棒 に 塗 布 し た ｡ 約50 %の 割 合 で ラ タ ト - ス 利
用 能 マ イ ナ ス の コ ロ ニ ー が 披 由 さ れ ､ 骨 の う ち ア ン ピ シ
T) ン 感 受 性 韓 番 選 び ､ C600月2 およ び C6 OO円3と し た ｡
C600月2お よ ぴ C60円3に pT ¥7息 巻 形 質 転 換 経 で 入 れ 直 し ､
せ フ ァ ロ 7) ジ ン の 耐 性 を 爾 ベ た と こ ろ 消息C で C600円2/
pT ¥71 ＋ は 細 O p g / 柑1 で あ り ､ C6 OO朋3/pT Y7且 ＋ は ､
C600/p 門 7 1十 と 向 じ100p g / 松且で あ っ た ｡ こ れ よ り
最 初 に 得 ら れ た C600胡3/pT門且 ＋ で 得 ら れ た せ フ ァ ロ 7)
ジ ン 高 度 耐 性 披 プ ラ ス ミ ド の 変 異 で あ り ､ C60.0月2/
pT ¥7 1 ＋ 娃 染 色 体 隆 変 異 さ=
.
よ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
- 8 8 -
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戯 陵C6O O鯛2番 凋 もヽ て 藤 野 審 行 い ､ こ の 変 異 番 田2変 異 と 称
す る ｡
次 に ､ 用2変 異 の 隆 蛍 を 娘 謝 し た ｡ ま ずC6 0O/ p閃 7 且＋
&C6¢OP32/ p悶 7且 ＋ の 温 度 誘 導 を 換 甜 L( た と こ ろ ､
C6OO門2/ p甘¥7且 ＋ 絵 ､ C600/ pT 暫7l＋ に 既 ペ ､ 2 0℃ に お
狩 る 払a sa且 な 清 隆 が 的且0鰭 且 昇 し て お り ､ 3 7℃ に 増 殖 温
度 を 上 もぎ る と ､ さ ら に2｡5 倍 程 度 静 養 産 盤 畳 の 且 昇 が 寵
め ら れ た (F igu T e3 - 8) ｡
F igtlT e 3 - 9 は ､ C6OO朗2/pT Y7且 十 の せ フ ァ ロ ス ポ 7)
チ - ゼ 産 逢 の ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン に よ る 影 響 沓 見 た も の
で あ る ｡ F 豆gtl T e3 一 息 に 示 し た C60 0/pT 甘7 且＋ の せ フ ァ
ロ ス ポ 7] サ ー ゼ 産 盤 と 同 様 ､ ペ ン ジ )LJ ペ ニ シ T) ン の 添 加
に よ る 影 響 は 認 め ら れ な か っ た ｡ C600朗2の 変 異 は ､ pT Y71
の 支 配 す るgl fT e uEld i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 産 鐘 登
を ､ 2 0℃ に お い て あ37℃ に お い て も ､ ま た ､ 歳 噂 物 質 の
有 無 に か か わ ら ず ､ 1 0倍 EJ 上 七ば る 様 な 変 異 で 凝 る ｡
C6OO朗2に 輿 3 牽 第 i 節 で 分 離 し た ､ p甘y7 且の 御 御 遺 伝
子 部 分 が 欠 適 し た 変 異 プ ラ ス ミ ドpT ¥13 2沓 形 栄 転 換 法 で
導 入 し た ｡ C600杓2/pT 嘗132＋ お よ び C6 00/p 門 132＋ の 温
度 誘 導 番 見 た 結 果 をF igu r e3 - 1 0に 示 す ｡ ℃6 0円2/
pTm 32＋ と C60 0/ pT Yi32＋ の セ フ ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 藤 生
の 20℃ に お 抄 る basal 且e ve王 妃 ､ ほ と ん ど 発 が 無 く ､ ま
た ､ 温 度 に よ る 誘 導 あ 轟 め ら れ な か っ た ｡ す な わ ち ､ 朋2
変 異 は ､ 御 伽 適 任 子 の 欠 掬 し た pT ¥132に 披 彰r響 が 無 く ､
pT ¥71 の 御 伽 遺 旗 手 に 俸 期 し て ､ セ
'
フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ
ー 92 -
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産 盤 馨 壕 且 静 さ せ る と 恩 わ れ る ｡
C6 00円2に Ⅰ 型 ペ ニ シ 7] ナ - ゼ 沓 支 配 す る ア ン ピ シ 7] 3/
か ラ ン ス ポ ゾ ン 肴 pM 富且に 転 移 さ せ た プ ラ ス ミ ド ､ p朋鑑且 ;
Tm2 601辞4 ( 6.
)お よ び pT ¥136を 導 入 し ､ 骨 の 酵 素 産 盤 馨
を` ､ C60 0の 堵 禽 と 比 較 し た の が Tab 且e 3 - 3 で あ る ｡
pTm 36 は､ F igu r el
- 1 5に 示 し た ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド ､
p且C ¥ C18 4の 旦旦那 Ⅰ 切 断 部 位 に ､ 鮎
の 染 色 体 性 ペ ニ シ 7J ナ - ゼ 遺 伝 子
pn e 屯m O nia e D8 ぬis
-
(3 ｡5k b Ba mflⅠ フ ラグ
メ ン ト) を ク ロ ー ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ド で あ る ｡ 星エ
pn e u m o nia e D8 his
‾
は ､ 構 成 約 な べ ニ シ 7] ナ - ゼ 番 産
生 し ､ そ の 遺 伝 子 の 染 色 捧 上 の 位 置 も す で に m ap ping さ
れ て い る (66) ｡ ､
C6 00/ p出監1 ; TnBBBi瀦4 とC600212/ p朗El : Tn戯迫皇♯速
は ､ 3 7℃ に お い て 阿 レ ベ ル の 酵 素 産 生 登 を 示 し た ｡
pME l: Tn2BBi蕗4 の 支 配 す る Ⅰ 塑 ペ ニ シ 7) チ - ゼ に ､ 朋2
変 異 が 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と 披 ､ 粥2変 異 が プ ラ ス ミ ド の
コ ピ ー 数 に は 影 響 を 与 え な い こ と を 示 唆 し て い る ｡
ま た ､ 染 色 体 性 ペ ニ シ 7) ,j･ - ゼ を 支 配 す る pT ¥13 6も ､
C600申 と C60 0M2申 と で 酵 素 藤 生 登 は 同 レ ベ ル で あ る ｡
c60 0H2/p 門13 6＋ の 支 配 す る ペ ニ シ 7] ナ - ゼ は ､ 親 株 鮎
pn e u m onia e D8 h is
-
同 様 ､ 温 度 に よ る 影 響 を 受 抄 ず ､
錬 成 的 で あ っ た (F igtl r e3 - l l) ｡ C600/ pT¥13 6十 は 3
田 圃 革 新 無 添 加 で 縫 代 窄 発 す る と ､ 7 1 %の 都 合 で p閉 息36
が 脱 落 す る が ､ p 門13 6 はC60 0月2申 で は .非 常 に 安 定 で あ っ
た ( 脱 落 度0 %) ｡ 朗2変 異 娃 ､ プ ラ､ス ミ ド の 安 定 他 に も
- 9 6 -
何 ら か の 影 響 を 示 す も の と 思 わ れ る ｡ し か し な-が ら ､
pT･¥且32や よ ぴ pT ?7 且 披C600中 で もC6 OO朋2申 と 同 様 に 安 定
な の で ､ pT ¥71 の 酵 素 産 逢 馨 の 上 昇 紘 ､ プ ラ ス ミ F の 安
定 性 に 起 因 す る も の で 捻 な い ｡
以 上 述 べ た 縫 濃 か ら ､ 増2変 異 に よ る セ プ ァ 田 ス ポ 7) チ
ー ゼ 発 現 の 上 昇 は ､ プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 の 増 加 や ､ 宿
■
主 薗 内 で の 安 定 性 ､ お よ び プ ラ ス ミ ド 上 の 遺 伝 子 の 転 写
効 率 の 上 昇 に 起 因 す る も の で は な い と 給 油 で き る ｡ ま た ､
c6 00掴2の 旦墜旦旦遺 伝 子 に 基 づ くba表al な せ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ
- ゼ レ ベ ル 披 ､ C600 と同 夜 度 な の で (Tab le 3 - 3) ､
こ の 発 現 の 上 昇 は ､ B B REに 鞘 達 し た 変 異 に 基 づ く せ プ ァ
ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 産 生 登 の 上 昇 の 可 能 性 も 除 外 で き る ｡ こ
の E ｡ col i の 染 色 体 上 の 朋2変 異 は ､ 旦ヱ fT e Ⅶnd i iの セ フ
ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 制 御 遺 伝 子 に 特 異 的 に 影 響 を 与 え て
･
い る と 考 え ら れ る ｡
第 3 節､ 月2変 異 の 漁 色 捧 上 の マ ッ ピ ン グ
. 染 色 体 且 の 変 異 位 置 の お お よ そ の 放 置 決 定 を 行 う た め
に ､ F 因 子 に よ る 接 合 絵 達 実 験 を 試 み た ｡ し か し ､ 出2変
輿 の 柑 尊 さ れ て い る E. c ol i 定一 1 2C600 は主立旦 ､ i9 且 ､
旦姐 と ､ 栄 養 要 求 髄 等 の マ ー カ - が 少 な く ､ こ の 目 約 に
は 不 適 当 で あ る ｡ そ こ で ､ 多 く の 有 用 マ ー カ - を 持 つ ､
E. c ol i 展- 1 2AB l157/ pT ¥71 十 (thy ､ le w ､ 七h i ､
1a c ､ gal ､ 生竺旦 ､ Xyl ､ .m七1 ､ pr o ､ h is ､ 旦こ基 ､
- 9 7 -
室漣堅 ) お よ ぴ G 胡3且/ p甘y7 1 ＋ (七ぬT ､ Ie 唱 ､ 触is ､ 紬 i ､
a T a ､ 且a c ､ 選 al ､ 濫yl ､ mもト ､ sもT ) へ P且フ ァ ー ジ 審
潤 い ､ C600M2 より n2変 異 杏 野 栄 導 入 し た ｡ 出2変 異 は ､
C60O/ p 門7 1 ' と C600朋2/pT Y71 ＋ の セ
,
7 ァ ロ 7) ジ ン の
舶 C が 骨 れ ぞ れ2 00p g / m且 と填00 p g / 獅且と 近 い た め ､
朋 C 澄 の 大 き い ア ン ピ シ 7) ン (且2. 5 p g / mlお よ ぴ20 0
p 名 / ml) 番用 い て 選 択 し た ｡ ､ 月2形 鷺 噂 入 は ､ ア ン ピ
シ 7] ン5 0p g / mlで 選 択 し た ｡ こ の 時且B且15 7 お よ びG 円31
の 持 つ 飽 の 染 色 体 せ い マ ー カ ー に は 変 化 が な か っ た ｡
･ 得 ら れ た 且Bl157朗2/pT Y71 ＋ とG 円3 1坦2/pT y7 且 ＋ 沓 受
容 菌 と し ､ 肘1895(m et ､ 耳fT ) 番 供 与 菌 と し て ､ L プ
ロ ス で ､ 2 時 間 接 合 伝 達 を 行 っ た ｡ - -集 菌 し ､ 2 回生 理 食
塩 永 で 洗 浄 後 ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン100p g / m且沓 選 択
マ ー カ ー と し て ､ ま た ､ 魚8115 7 お よ びG 円31の 持 つ 栄 養 要
求 性 を c o u nt?T S e且e c七io n と し ､ さ ら に プ ラ ス ミ ドpT¥71
の 選 択 の た め カ ナ マ イ シ ン25pg / ml含 有 の Da vis の 最
小 培 地 を 用 い て 選 択 し た ｡
m at ing プ ロ ス 且 mlあ た り の そ れ ぞ れ の 選 択 培 地 で 得 ら
れ た 組 み 換 え 捧 数 を Tab le 3 - 4 に 示 し た ｡ 一 部 の 例 外
も あ る が ､ pr o か ら1e tl ､ a r a と 染 色 体 地 図･で 逆 時 計 方
向 に ､ 組 み 換 え 練 の 数 が 城 少 し て い る ｡ こ の 結 果 は ､
E fr の 先 端 が ､ 旦£旦 の 蔚 で あ り ､ 逆 時 計 方 南 に E fT が 入
り こ ん で い る こ と を 示 し て い る ｡ 用 い たH fr ､ 柑且895 は
ca v al l i'鴫 ' の Hfr で あ り ､ PU TE (.12分) 患 先 端 部と し
て ､ 逆 時 計 方 向 に 染 色 捧D N Aを 伝 達 さ せ る こ と が 知 ら れ
- 9 8 -
Tab一e 3- 卑 恥mbe rs oヂ Re c ombin a n七s
a)
Re cipie nt A 馴1 57/pTYアl GM31/pTY71
Map
b)
pos 1
'
tio n
Exp七. 閃o.
'
Se一e ctio n
m a rke r
Ⅰ 王王 Ⅰ ⅠⅠ
Pm 1.7 又 1 0
5
6
乙c u
.
1.3 又 10
6
7.O x 1 0
5
2.5 x 106 3.O x 10
5 1.8
α 和 9.O x lO
5
4ゝ0 又 1 0
5
1.7 x lO
6
.3.O x lO
5
- i.5
舌h29 5/Ox l O
5
1.3 x l O
5
卑.O x 10
4
7.5 x 10
5 ･ = x 105 l oo/0
m g 89.5
m士ヱ 7.O x 1 0
5
6.0 又 1 0
3
= x 1 0
5
1.O x 10
3
81
Ey之 2.O x 1 0
4
6.O x 1 0
3
2.O x 1 0
5
2｡O x 10
3
80
his 1.O x .1 0.
4 1
･
.O x lO
3
= x l O
4
1,0 又 10
3
44
ga乙 i.O x 1 0
4 i.0 又 10
2
= x I O
4 M x lO2 17
'
a)E. e o乙i W1895(me七∴ HfrC) w a s u s ed a s adonbr･ a nd m ating w as inte r rupted a七
120mうn. The r e
'
s ul ts･ w e r e e xpre s s ed asNo. of re c ombinants/ml
.
of mating broth.
ら)a. a.
･
Ba 如 恥 Ml
･
c r ob 肌 Re v･ 生;1 27-284(1 983)
- 99 -
て い る (る儲 ) (F i糾 T e3 - 12) ｡
得 ら れ た 組 み 換 え 捧 の 罪 選･択 マ ー カ ー 番甘ab 且e 3 - 5
に 示 す ｡ c o u mも 甜 s e且e cもio n 番 イ タ 7) ッ ク の 100で 表 し ､
飽 の マ ー カ - の H fT 榊 対 立 E.叫 ■ ■■ c ol i の 出 襲 頻 度 を 相 対 %
で 表 し た ｡ こ れ よ り ､ 門2形 質 の 総 額 密 度 の 健 は ､ tb と
a rg の 聞 ､ す な わ ち 漁 色 林 地 図 上 100分 と89.5分 の 間 に
位 置 す る と 推 定 さ れ る ｡
次 に 100 分 か ら89.5分 ま セ の 間 を さ ら に 詳 細 に マ ッ ピ
ン ダ す る た め に ､ フ ァ ー ジ Plに よや 形 質 導 入 を 行 っ た ｡
c60 0M2 (t hr ､ Ietl ､ t h i､ M2 ＋ ) で 増 殖 さ せ た Pl プ ア
- ジ を 受 容 菌且Bl157/pT門 1 +
1a c ､ gal ー a r a ､ Ⅹyl ､ mt l
sir ､ M2
‾
) ､ 泣All/pT !71
門2
-
) ､ お よ ぴ 只E16/ pT ?7 1
(もhT ､ le n ､ th i､
､ pr o ､ h is ､ 旦旦旦 ､
(m el 且
‾
､ △1a c¥ Z ､
(m el B
-
､ △ 1a c¥ Z ､
H2
-
) に ､ m oi 0. 2 で 感 染 さ せ ､ ア ン ビ シ 7] ン 50p g /
ml で連 択 し ､ ガ2変 異 と1 inkす る89.5分 か ら10 0分 ま で の
マ ー カ ー を 謝 ペ た (Tab le 3 - 6) ｡ t hr が 高 率
一
に 出2形
賓 に 1 ink し て 伝 達 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ c o-
tr a n sdu ct io nの 頻 度 が 求 め ら れ る と ､ 次 に 示 し た 恥 の 式
i6曹) よ り ､ 用 い た マ ー カ ー の 2 点 間 の 距 離 が 求 め ら れ る ｡
c otr a n sdu ctio n fr equ e n cy = l
-
dista n ce betw e e ntw o m arke r s)3一e ngthof t 伽sdu cing pa rticle
plフ ァ ー ジ は90k b､ す な わ ちB1 99ii 艶 色 路 地 図 で 2
.
分 の D 何色 を 運 ぶ ｡ こ の 健 を ､ 恥 の 式 a)le ngt h of
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もT 品 孤S如 c忠io n pa T忠畳cle に 偲 Å し ､ c oもT a m S如 cもio n
fT 粥 u
,
e n Cy に 配舶 且/ p閃7 且 ＋ 番 受 容 菌 と し 恕 曙 はO･ 壇 ､
題E且6/pT閃 且 十 番 受 容 薗 と し た 時 は¢｡6 3番 代 入 す る と ､
d isもa 皿Ce beも糾 e 母fB も帥O m a T奴e T S､ す な わ ち七hr と 朗2変 異
伊 = 一 ■ - - I
と の 距 離 が ､ を れ ぞ れ 0｡5 3分 お よ び0.2 9分 と 算 出 さ れ た ｡
爾 ペ た もT 晶 n S舶 cもa 皿七の 数 が 十 分 多 く な く ､ ま た C6O の
もぬT
‾
か ら 七hT ＋ へ の T 閑 e rもa 汲も ( 復 籍 変 異) の 出 現 額
庶 が 来 朝 定
T
の た め ､ 縛 ら れ た 健 を ､ 円2Iと七hr 閤 の 確 定 的
な 距 離 と 断 定 す る こ と は 困 難 で あ る ｡ し か し ､ ･少 な く と
も朋2変 異 は ､ 七hr (10 O 分) か ら99分 の 閤 に 存 在 す る こ
と が 確 報 さ れ た ｡
Fig屯訂e 3
- 且Bに ､ 潤 い たE. c o且i 漁 色 終 止 の 適 任 乎 の
マ - カ ー の 位 置 ､ お よ び99- 1 0O分 ま で の 染 色 体 地 図 を
表 示 し た ｡ Table 3 - 7 披 骨 れ ら の 連 夜 乎 の 変 異 に よ ?
て 起 こ
.
る 表 現 形 質 等 を 凝哉 し た く3昏 ' ｡
- 1 0 1 -
Table 3- 5 Gene七1
.
C C O n Sも紙uもio 門 Oヂ もhe re c omb1
.
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'
Y
t
m aP PO S l
.
七io m
M2 p2V 之@ u m a 七h2,
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* # S &
β - テ ク 夕 ム 洗 生 物 栄 樹 性 菌 の 研 究 は ､ 施 床 医 学 上 重
要 な 課 題 と し て 取 り 上 をダ ら れ ､ と り わ 抄 セ フ ァ ロ ス ぜ 7)
ン 型 β - ラ ク ダ ふ 対 を 不 満 化 す る セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ
は ､ こ の 黄 荊 の 主 な 使 摺 対 象 で あ る 腸 内細 菌群 に 広 く 分
布 し て い る ｡ 各 種 病 紫 蘭 に 分 布 す る セ フ ァ ロ ス ポ 1) ナ -
ゼ の 研 究 は
`
､ セ フ > ロ ス ポ 7) サ ー ゼ
'
8= 不 清 偲 さ れ な い β
∵ ラ ク ダ ム 荊 の 開 発 ､ 既 存 の β■ - ラ ク タ ム 荊 と 共 に 健 児
す る こ と に よ り 薬 剤 の 不 満 化 を 防 ぐ ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ 阻 害 荊 の 開 発 ､ ま た ､ 抗 菌 俸 摺 と 共 に β - ラ ク ダ マ
- ゼ の 誘 導 物 質 の 晩 餐 を 持 つ た め ､ そ の 効 果 が 減 じ る β
- ラ ク ダ ム 効 の 改 良 等 に つ い て き わ め て 有 益 な 基 礎 的 知
見 が 得 ら れ る も の と 考 え ら れ る ｡ ま た ､ こ れ ら の 菌 准 将
異 約 ヤ フ ア ロ ス ポ 7) チ_
- ぜ は ､ 染 色 体 遺 伝 子 に 支 配 さ れ
て お り ､ ♂ - ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 の 永 解 と い う 革 新 耐 性 拙
構 の 飽 に ､ 細 菌 で の 何 ら か の 生 理 的 意 義 が 推 期 さ れ う る ｡
ゆ え に ､ こ の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の､持 つ 性 質 等 を 研 究
す る こ と に よ り ､ こ の 酵 素 の 本 質 的軍 役 割 を明 ら か に で
き れ ぼ ､ 自 然 界 に お け る 菜 苅 耐 性 菌 の 起 療 あ る い は 発 生
枚 序 を 考 察 す る 上 に ､ 重 要 な 辛 が か り が 得 ら れ る と 斯 持
さ れ る ｡
著 者 は ､ 菌 培 養 温 度 の 上 昇 お よ び β - ラ ク タ ム 荊 に よ
っ て 誘 導 さ れ る と い う ユ ニ ー ク な 性 質 を 持 つ ､ 染 色 体 性
セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ
.
- ゼ を 畢 生 す
- 1 07 -
る C i tr oba cte r fr e u nd ii
番 対 象 と し て ､ 逮 夜 手 練 傍 接 を 招 い ､ 分 子 遺 転 学 約 な 研
究 を 通 じ て ､ 322E 下に 述 べ る こ と 番 明 ら か に し た ｡
ま ず ､ C i もT Oba cもe r fT e Ⅶnd i i GN346の 支 配 す る 麿 プ ア
田 ス ポ 7) チ - ぜ 速 乾 手 の プ ラ ス ミ ド ベ g) ク ロ ー ニ ン ダ と
骨 の 遺 伝 子 の 構 造 解 析 を 行 っ た ( 鱒且 牽) ｡ 得 ら れ た 知
見 は 戯 下 の 様 に ま と め ら れ る ｡
川 C ｡ fT e u nd i i G 柑346の せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー ゼ を 支 配 す
る 適 任 子 鮮 は ､ 御 擬 酵 素Ta LO定Ⅰ で 切 断 さ れ る 7｡ 3k b
フ ラ グ メ ン 計 内 に 存 在 す る ｡
(2)7｡3k b の Ec oPⅠ フ ラ グ メ ン ト 肉 に 披 ､ Ac cⅠ5 箇 所 ､
Ba mEⅠ 3 箇 所 ､ Bc且Ⅰ1 箇 所 ､ Bg且Ⅰ‡ 2 箇 所 ､ E in cⅠ王5
箇 所 ､ 削 ⅦⅠ5 箇 所 ､ Pst ヱ3 箇 所 ､ Sal Ⅰ且
箇 所 の 切 断 部 位 を 有 し ､ Ⅹho王 ､ E indⅠ‡Ⅰ
箇 所 ､ S拍aヱ且
､ 豊里旦Ⅰの 堺 筋
部 位 は 認 め ら れ な か っ た ｡ 既 知 の β - ラ ク ダ マ - ゼ と
比 較 す る と ､ そ の 構 造 適 任 子 部 分 は ､ 構 成 約 せ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ を 支 配 す る ､ Es che Tich ia c ol_皇や
S h ige
‾1 1a s o n n ei の 適 任 子 と は 異 な っ て い る ｡
(3)7.3k b の定c o虫Ⅰ フ ラ グ メ ン ト の ほ ぼ 中 央 ､ 1｡5 5k b の
旦旦些H I で切 断 さ れ る フ ラ グ メ ン ㌻ 内 に ゼ フ ァ ロ ス ポ 7]
サ ー ゼ の 構 造 遺 伝 子 は 存 在 す る が ､ こ の 1｡5 5的 Ba mE Ⅰ
フ ラ グ メ ン ト 内 に 披 プ ロ モ ー タ - は 存 在 し な い ｡
さ ら に 著 者 は ､ 旦工 旦 地 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ
遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン ダ と 構 造 解 析 を 基 礎 と し て ､ 酵 素 産
壷 の 誘 導 様 式 と そ の 制 御 概 棟 番 明 ら
.
か に す る こ と を 拭 み
- 1 08 -
氏 ( 輿2 牽) ｡ 得 ら れ た 知 見 披 以 下 の 様 に ま と め ら れ る ｡
糾C｡ fT e 朋皿d i且 G 肘3趨6 の 麿 フ ァ ロ ス 潔 7J ナ - ゼ 産 生 は ､
増 殖 温 度20℃ に お い て ､ 薗 の 増 殖 を 阻 専 し 潔 い 漉 度 の
ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン ､ 食 ア オ キ シ チ ン ､ ゼ フ ァ マ ン ド
- )LJ ､ お よ び せ ブ ス ロ ジ ン に よ り趨0 - 5O倍 の 且 昇 が 起
こ る ｡ 増 殖 温 度37℃ に お い て は ､ 魂 導 観 蛍 の 添 加 が 熱
く て も 高 い 産 盤 馨 番 示 し ､ 誘 導 物 資 の 添 加 に よ り さ ら
に 2 倍 程 鹿 の 産 盤 登 の 上 昇 が 兇 ら
L
れ る に す ぎ な い■｡ サ ー
な わ 竜 ､ 増 殖 温 度20℃ で は 誘 導 的 で あ り ､ 増 殖 温 度37
℃ で は 半 構 成 的 性 寮 を 示 す ｡
(2)増 殖 温 度 を20℃ か ら37L℃ に 上 古ヂ た 時 ､ ま た は 誘 導 物 紫
ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン を 加 え た 時 ､ い ず れ の 場 合 も ､ 酵
素 産 生 馨 の 上 昇 に は30分 の 時 間 的1ag が あ り ､ こ の 間
に 制 御 物 質 が 不 清 催 さ れ る か ､ あ る い 蛙 御 御 物 寛 が 生
金 成 .さ れ て い る と 思 わ れ る ｡
(3)温 度 に よ る 爵 尋 の 場 合 も ､ ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン に よ る
誘 導 の 堵 食 も ､ 培 養 温 度 を 低 下 あ る い は ペ ン ジ ル ペ ニ
シ 7] ン を 除 去 し て も ､ そ の 後 約 - 僚 代 (20℃ で 2 時 間)
の 間 は 酵 素 産 盈 が 続 き ､ 磁 政 次 寮 に 城 少 す る ｡ こ の 現
象 よ り ､ 長 時 間 安 定 で ､ か つ 少 馨 で も 有 効 な 制 御 物 資
の 存 在 が 推 珊 さ れ る ｡
(4)C. fr e u nd ii G N3 46の β - ガ ラr9
1■■ - - ･ - - ■ ■ - ■- I - ■- ■‾ ■- ■■■■ ■■一■ - 州
ト シ ダ ー ゼ 産 盤 は グ
ル コ ー ス 勃 発 を 受 狩 る が ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生
に 放 そ の 効 果 法 線 め ら れ な か っ た ｡ セ フ ァ ロ ス ポ T) チ
- ゼ の 産 生 娃 ､ 菌 の cA叩 レ ベ ル に は 依 存 し て い な い と
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推 定 さ れ る ｡
(5)C｡ fT e Ⅶnd i i G N3壇6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] チ - ゼ 遺 舷 乎 を
ク ロ ー ニ ン ダ し た プ ラ ス ミ ドpT ¥7 且 を ､ C｡ fT e u助d i i
に 形 象 転 換 経 で 導 入 す る こ と に 成 功 し ､ ぞ の 発 現 を 魔
た と こ ろ ､ 温 度 誘 導 が 示 さ れ た が ､ ベ 3/ ジ ル ペ ニ シ 7]
ン に よ る 読 嘩 は 藷 め ら れ な か っ た ｡ 温 度 に よ る 鵡 噂 と
P - ラ ク ダ ふ 抗 生 晩 餐 に よ る 誘 導 と が 別 の 系 で あ る 可
能 性 が 考 え ら れ る ｡
(6)構 造 遺 伝 子 の 左 僻1｡3k b の 月in cⅠⅠで 堺 噺 さ れ る フ ラ グ
メ ン ト を 含 む 部 分 に ､ C｡ fT e u nd i i申 で 温 度 轟 導 発 現
を 支 配 す る 遺 伝 子 鮮 が 存 在 す る ｡ こ の 部 分 の 欠 先 に よ
り ､ 温 度 魂 導 性 を 発 い ､ 酵 素 蒋･ .生 馨 が 顕 著 に 低 下 す る ｡
こ の 結 果 よ り ､ C . fr e u nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ
産 生 に は ぜ ジ テ ィ プ な 御 伽 系 が 関 与 し て い る と 推 定 さ
れ る ｡
グ ラ ム 陰 性 菌 の β - ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 の 制 御 系 に お い
て ､ ポ ジ テ ィ プ な 嗣 御 系 の 存 在 を 示 唆 し た 知 見 を 示 し た
の は ､ 本 研 究 が 最 初 セ あ る ｡ 次 に ､ 他 の グ ラ ム 陰 性 静 内
細 菌 礎 で の il 辿 G N346の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ
遺 伝 子 の 発 現 を 換 謝 し た ( 弟3 章) ｡ 得 ら れ た 知 見 は 次
の 様 に ま と め ら れ る ｡ ･
(1)Es che richia c ol i､
m o rga ni i､ Pr ote u s
Saln) o n モ∋1 ia ty phim uritlm ､ Pr ote u s
v u rgal is ､ Pr ote u s mir ab i l is い
ず れ に お い て も ､ C . fr e u nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ T) チ -
- 1 10 -
ゼ 遺 伝 子･は ､ 確 か に 発 現 し て い, るが ､ き わ め て 低 い レ
ペ }LJ で し か 発 現 し な い ｡
(2柑 ｡ c o且i にお い て は ､ 駈 旦旦旦旦旦旦臼 の せ フ ァ ロ ス ぜ 7]
サ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 が ､ 由 己 の プ ロ を 一 夕 - に よ る 場
禽 で む ､ き わ め て 低 い レ ベ ル で し か 発 萌 さ れ な い ｡ ま
た ､ Bl ･ 旦9ii 申 で は 一 旦L 吐旦旦里旦臼 の セ フ ァ ロ ス ポ 7]
チ - ゼ 産 盤 は ､ 増 殖 温 度 上 昇 に よ っ て も ､ 誘 噂 物 資 ペ
ン ジ ル ペ
'
ニ シ 7) ン に よ っ て あ ､ 碗 曝 さ れ な い ｡ す な わ
ち ､ E. c ol i にお い て ､ a . fr ㈹ nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ
7) サ ー ゼ 産 生 馨 が 聴 い 原 因 は ､ 誘 導 が 何 ら か の 援 由 で
発 萌 し な い 結 果 と 考 え ら れ る ｡
(3)S. もy pぬim u Tiu m､ P｡ m o rga 凸i i
～ ～ ～
に お い て は ､ 温 度 に よ
る 誘 導 藤 生 は 2 - 3 倍 認 め ら れ る が ､ 産 生 登 は き わ め
て 低 い ｡ 旦ヱ 幽 _寧 で は 誘 導 藤 生 が 謎 め ら れ な い ｡
こ れ ら の 薗 壇 に お い て も ､ C｡ fT e u nd i iの セ フ T ロ ス
ぜ 7) チ - ゼ は旦エ 9 9iiで の 場 合 と 同 様 の 理 由 に よ り ､
そ の 産 生 登 が 低 い と 思 わ れ る ｡
(4)E. c ol i よ り ､ gl 蛭 型 埋旦臼 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ
遺 伝 子 の 発 現 を37℃ に お い て 高 め る 染 色 体 性 愛 輿 ､ 胡2
を 分 赦 し た ｡
(5)朋2変 異 に よ る セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 発 現 の 上 昇 は ､ プ
ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 の 増 加 や ､ .プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子 の 転
写 効 率 の 上 層 ､ あ る い は ､ 虹 望j止･の 染 色 体 性 β - ラ
ク ダ マ - ゼ 遺 伝 子旦旦2旦に 関 連 し た 変 異 に 基 づ く も の で
披 な く ､ c. fT e u ndi i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 産 生 の
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御 伽 系 に 俸 周 す る 結 果 と 考 え ら れ る ｡
(6)こ の 朋2変 異 は ､ 染 色 体 地 図 上 99分 か ら1･00 分 の 間 に 存
在 す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
第 3 章 に お い て は ､ 旦ヱ fTe u nd i iの セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 飽 薗 礎 で は 低 く ､ そ の 原 因 は 宿 主 菌
の 側 に あ る と い
艶 色 捲 性 の セ フ
上 に 転 移 し て ､
菌 の 耐 性 に 大 き
う 興 味 深 い 現 象 を 見 い 出 し た ｡ す な わ ち
ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 遺 伝 子 が ､ プ ラ ス ミ ド
R プ ラ ス ミ ド 化 し て も 飽 薗 種 で は ､ 宿 主
く 寄 与 で き な い こ と が 実 験 的 に 明 ら か と
な っ た ｡ プ ラ ス ミ ド 性 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ が 自 然 界
よ り ほ と ん ど 分 離 さ れ な い 一 因 と ･考 え ら れ る ｡ こ の こ と
は ､ 朋cC l in七o ck の 発 見 以 来 ､ ⅠS ､ Tn 等 の m o v ab le ge n et ic
ele m e nts に よ っ て 染 色 捧 性 遺 伝 子 よ り 運 ぱ れ た と 考 え る
の が ､ 最 も 理 論 的 で あ る と さ れ て き た 耐 性 菌 の 起 顔 ､ 由
萌 ､ お よ び そ の 拡 散 に つ い て ､ 疫 学 的 な 観 点 か ら も 重 要
な 辛 が か り を 与 え た と 考 え ら れ る ｡
c. fr e u nd i iでHfr に よ ･る 接 合 伝 達 系 (71) ､ 恵 よ ぴ フ
ァ
- ジ に よ る 形 栄 辱 入 の 系(72 ) が す で に 成 功 し て い る ｡
今 後 ､ こ れ ら の 実 験 系 の 御 用 に よ り ､ 本 研l究 で 明 ら か に
さ れ た セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ の 産 生 鋼 節 系 が さ ら に 詳 細
に 判 明 す る と 斯 持 さ れ る ｡
ま た ､ 藤 肉 細 菌 群 に 属 す る グ ラ ム 陰 性 韓 菌 は ､ そ の 形
態 学 約 ､ 生 理 学 的 欝 性 輩 よ り ､ 系 続 発 生 駒 に き わ め て 進
一､ 関 係 に あ る と 考 え ら れ る ｡ そ の は と ん ど は 誘 導 性 の セ
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フ ァ ロ ス ポ Yー) サ ー ゼ 魯 文 配 す る が ､ を の 誘 噂 槻 構 の 分 子
遺 蔭 草野解 析 が 行 わ れ て い る の は 舶 もs u m o七o ら'W ' に よ
る Ps 8 udo m o n a s a e T u壷in o s aの 研 究 の み で あ り ､ 本 研 究 鰭
果 は ､ 今 ま で ほ と ん ど 未 知 の 分 野 で あ っ た 染 色 体 性 セ フ
ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ の 碗 導 産 盤 根 礁 の 究 明 に 寄 尊 す る も の
と 考 え る ･｡
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寛 施療 の 郡
濫 寛 駿 紺 野猪
仙 薗 練 : 本 研 究 に 使 博 し た 菌 株 は ､ Tab 呈e 逢 に 示 し た ｡
(2) プ ラ ス ミ ド ; 硬 周 し た プ ラ ス ミ ド 披 ､ Tab le 5 に 京
し た ｡
Table 5 Pla s m 1
'
ds u s ed｡
Pla s mi d . Rele v a n七 m a rke r s So u r c e/r efe rence
R388
pM Kl
(CoIEl: :Tn5)
pAC YC184
p弼C81
pAO3: :Tn2 8 01#38
pM Kl: :Tn2 6 0 1#4
pB R322
Tp, Su (34)
Km.(eoL, izTm)
Tc, Cm
Ap(舌rr, 乙a e)
Ap(i77m)
Ap, Km (eoL,
Ap, Tc
G1
'
v en by ”. Ogawa
(73)
(74.)
一
(15)
iTT m) (6 )
(75)
(3) バ ク テ 7) 浄 フ ァ - ジ ; 健 潤 し た バ ク テ 7) 身 フ ァ ー ジ
Pl は､ DT ｡ 紺｡ 舶 be Tよ り 分 尊 い た だ い た 舶 921/Pl '
よ り 分 離 し た ｡ こ の フ ァ ー ジ は 普 遍 形 質 導 入 フ ァ ー ジ
で 約90k bの D 肘且 を 導 入 で き る ｡
- 1 1 5 -
Table 4 Sty､aうn s u s ed.
S七yla紬 Ge n o七y pe So u y
b
C e
E8 0he Tie7iia coLi K-i 2
C･
'
6 00
ABl 157
GM33
KP77
◎Ro w
GM 31
CR34
WA92l.
M1 895
RAll
RE16
AT2459
Oi%poba eiep JTp8 2indii
GN346
GN346- 16
Sa b o n eLLa 助yphim upi2m
LT2
抄o七eu 8 mip abi ヱi8
25
I bo軸 u8 V u‡ga pi8
K22- 2
加 ね u8 m O2?gm ii
l
.
510/9
Eleb8ieL壬a pn e 以m miae
D8 his
舌ねp Zeu 七hi8uPE 4 4乙aor Dr ･ ‖o s oya
舌onA 入 F
舌hp Leu 娩i 乙aer gaLK
u a myL m%乙 pp oA his
apgE 8お ぉ ir 8 uP57 入 F
dm 3 入 F
A乙a o 入 F
c olicinEIs en sitiv e
%hT 乙e u 士hi 乙aeY ga乙K
gaLT a p aayヱ m*L his
8士p de m 七o7A ね x 8uPE 4 4
r
入 F
せhT 乙eu ih雀 嘩y 乙ae
舌o nA 8七p 入 ･F
霊宝pdK欝宗吾買空士F蔓a冒.･
m::ZAi:BB:
”
芸Ir;芸…芸
娩i 8eヱ?B 入 F
8去27
8七pま:E･
＋
Dr｡一朗a七s uba r a
Dr. 附ki
Dy､･｡ Ma七suba y
､
a
Dr . ”.Arbe r
Dr｡ Yo shi kaw a
Dr. Tsuch3
-
ya
Dr. Ts u chiya
o mgln a
-
(1y de riv ed
● ■
fy10m Dr . D.A.Gla s e y､
o u rlabo r ato ry
o u riabo r ato ry
o u rlabo r ato ry
o u rlabo r.ato ry
o u r一abo r atory
o u rlabo r ato ry
ou rlabo r ato ry
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抽 培 地
旦旦且 沖 む エL 之旦 旦 :
( 栄 餅 偲 学)
コ ウ シ 願 痩 出 液 200g
ウ シ 心 臓 浸 出 液 250g
ペ プ ト ン 10g
ブ ド ウ 糖 2g
塩 ぬ サ ト 7) ウふ 5g
7] ン 敷 浪 寮 ナ ト T] ウ ふ 2｡5g /1 ･pfi7｡4
B 員Ⅰ 寒 天 培 地 ( 栄 研 偲 学) は 寒 天1.5 %含 有 ｡
ヱ 山 乱数 :
ポ T) ペ プ ト ン 20g
乳 糖 10g
塩 化 ナ ト 7] ウム 1Og
中 性 紅 0.0 3g
ク 7) ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 0. 0 01g
･ 寒 天 1如 /1 pE 7.0
pHを 合 わ せ て か ら ､ 中 性 紅 と ク 7)'ス タ ル バ イ オ レ ッ
ト を 加 え る ｡
円H (ミ ュ ー ラ ー ヒ ン ト ン ) プ ロ ス (I)まfco ) :
ウ シ 浸 出 物 300g
カ ザ ミ } 酸 チ タ ニ カ )i, 1 7.5g
パ ク ト 可 溶 性 藤 樹 1｡ 5g/1 p日 7.4
朋耳寒 天 培 地 は ､ 1｡7 % 寒 天 束 ( 和 光 終 発) を粥汚プ ロ
ス.に 添 加 し た_｡
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ト 7] プ ト ソ -[ ブ イ ヨ ン 培 地.( 栄 研 花 学) :
ト 7] プ ト ン 17g
ソ イ ペ プ ト ン 3農
ブ ド ウ 糖 2. 5g
y ン 酸 1 水 素 カ 7] サ ム 2. 5g
塩 化 サ ト 7) ウ ム 5g / 1･ pf!7.3
ト 7) プ 計ソ イ 寒 天 培 地 は 寒 天 1｡5 %含 有 ｡
プ ロ ス ､ L 寒 天 培 地
ポ 7) ペ プ ト ン
酵 母 エ キ ス
プ ト ウ 糖
塩 化 ナ ト 7) ウ ふ
(注 1) L 且ga r娃 ､ 寒 天15g
Da vis 打Iizlimul m edil m
7) ン 酸 2 カ 7) ウ ム
7) ン 酸 1 カ 7) ウ ム
硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム
硫 酸 ア ン モ エ サ ム
ク エ ン 酸 3 ナ ト 7) ウ ム
10g
5g
lg
5g / 1 pfi7｡ 2
を 加 え る ｡
7g
2g
0. 1g
lg
0.5去 / I
滅 菌 後 に 別 に 滅 菌 し た 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ お よ び 必
要 に 応 じ て 20 %の 糖 類5 0ml､ ア ミ ノ 酸 は 終 濃 度4O
p g / ml､ ビ タ ミ ン Bl (チ ア ミ ン) 1 p g / ml加 え
る ｡ 固 形 培 地 を 伸 る 場 合 に は ､ 濃 い 澄 ま の 塩 類 と 寒
天 を 別 々 に 滅 菌 し ､ 平 板 を 滞 る 直 前 に 混 合 す る ｡
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鑑 - m ed itRm
7] ン 酸 且 サ 軒 7] ウ ふ 1g
7] ン 酸 l カ Y) ウ ふ 6g
塩 花 サ ト T] ウ ム 3g
塩 偲 ア ン を エ ウ ふ 0.5g
カ ザ ミ } 酸 (V i 七a min e fr e e ､ D i sc o.) log
グ }L, コ ー ス 15g
硫 酸 ふ ダ 凍 シ ウ ム 0｡且25g
チ ア ミ ン 1mg
塩 碓 カ ル シ ウ ム 10mg /1
ろ 就 で ろ 過 し て か ら 滅 菌 す る ｡ グ ル コ ー ス ､ 硫 酸 マ
グ ネ シ ウ ム ､ 塩 花 カ ル シ ウ ム 披 滅 菌 後 に 加 え る ｡
鎚 二LL : 埼 利 摺 能 を み る ｡
ペ プ ト ン 0｡5g
､酵 母 エ キ ス 0.5g
塩 花 サ ト 7) ウ ふ 5g
･ 7] ン 酸 1 水 素 カ T] ウ ふ O.3g
フ 皿 ノ ー ル レ ッ ド 0｡0 2g
寒 天 3g /1 p耶 . 2
こ れ に 寒 天12g 番 加 え ､ 固 形 培 地 と し て 伺 い た ｡ 糖
は ､ 1 %に な る 様 に 加 え る ｡
慶盈塵_塞_壁_盟 _茎_金_盛_墨 _盈_塗_壁+ _丑 山 L :
ペ プ ト ン 2.5g
無 永 硫 酸 ナ ト 7] ウ ふ 2. 5g
塩 花 ア ン を ニ ウ ふ 5. Og
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7) ン 酸 且 永 泰 治 7] ウふ
y ン 酸 放 棄 2 サ ト7] ウ ム
塩 花 サ ト 7] ウ ム
プ ロ モ チ モ - )i, プ ル -
0｡ 5g
且｡5g
5g
O｡0 2 逸g/且 p罪 7 .2
こ れ に 寒 天15g を 加 え ､ 固 形 培 地 と し て 招 い た ｡ 槍
は ､ 1 タ如こ な る 様 に 加 え る ｡
愚a cもo - Pe 毘a S Sa y ブ ロ ス (Anもi boi 七まc F2ed iu 朗 3)
(Di sc o ) :
Ba c七o - Be ef e x七r a c七 1｡5g
Ba cto - Ye a st e x七ra cも 1.5g
Bacto - Pepto n e 5g
Ba cto - De xtr os e lg
塩 化 ナ ト 7) ウム 3. 5g
T) ン 酸 鹿 妻 2 カ 7) ウ ふ 3. 6 8g
7) ン 酸 永 素 1 カ 7) ウ ム 1.3 2g /1
(5) 薬 荊 : ア ン ピ シ 7) ン ナ ト 7) ウ ふ (Ap) ､ ベ ン ジ JL, ペ
ニ シ 7) ン ナ ト T) ウ ム (P C G) ､ ･ 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ
ン (Sm) ､ タ ロ 串 サ シ T) ン (朋C ⅠP C) ､ セ フ ァ ロ チ ン
(GE T) ､ 塩 酸 テ ト ラ サ イ ク 7) ン (Tc) t ､ 硫 酸 カ ナ マ
イ シ ン 柑 m) ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) ･ン C は 明 治 製 菓 k kよ り ､
オ キ シ T) ン (朋PⅠPC ) は 万 有 製 菓k kよ り ､ ス ル フ ァ メ
ラ ジ ン ナ ト 7) ウ ム (Su) ､ ト 7) メ ト プ 7) A (Tp) は 田
辺 製 薬kkよ り ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (Cfn) 捻 出 之 内
奥 葦 貼 よ り ､ ナ 7) ジ キ シ ㌢ 酸 (NA) ､ 7) フ ア ン ピ シ ン
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(援i 雷) は 鱒 - 凝 貴女奴よ り ､ 聴 フ ァ ゾ T] 3/･ (C E Z) は
藤 沢 製 薬
J
振放 よ り ､ せ プ ァ 四 Y] ジ ン (G E 凝) 絵 島 唐 薬
品奴kよ り ､ 懸 プ ア レ 単 tj ン (C EX ) は 富 山 柁 単 軸 よ り ､
せ フ ァ マ ン ド - ル (C 弼E)) は シ 浄 ノ ギ 製 薬k 奴よ り ､ せ
ブ ス 田 ジ ン (C肝S ) は 武 田 畿 費 k 汝より ､ 分 尊 さ れ 允 ｡
硫 酸 ス ･ ベ タ チ ノ マ イ シ ン (Sp) は 帝 展 大 学 医 学 部 井 上
線 久 博 丑 よ り 分 尊r% 受 柑 た . い ず れ も カ 価 の 明 ら か な
あ の が 使頗 さ れ た ｡ 塩 花 鱒 二 凍 凍 結 単 井 推 挙k kよ り 聴
入 し た ｡
(6) 酵 素 拭 料 : 間 取 酵 素 鮎追Ⅰ､ 鮎哩朋王 ､ 鮎退Ⅰ王 ､ 旦旦里見Ⅰ ～
謂a eⅠⅠ ､ H in cⅠⅠ､ 冴ind Ⅰ‡王 ､ 賞pm‡､ 門且uⅠ ､ Psも王､ 星革.旦Ⅰ､
sm aⅠお よ ぴ Ⅹho王櫨 宝 酒 造k 奴よ り ､ 塾旦旦i捻Ne w Emg且a nd
愚io且abs よ り 購 入 し た ｡ T細 N 盈 7] ガ ー ゼ は 宝 酒 造 汝kよ
り ､ 7) ゾ チ ー ム ､ y 堺 皐 シ ヌ ク レ ア - ゼ Å ､ お よ び デ
浄 皐 シ Y) ボ キ シ ヌ ク U ア - ゼ Ⅰ は ､･S igm a よ り 謄 入 し
た ｡ ･
(7) 電 気 泳 動 周 ､ 遺 伝 子 捜 俸 摺 試 薬 ; ア ガ ロ - 又 は ド 一
夕 イ ト (ア ガ 田 - ス Ⅰ) お よ び 宝 酒 造k k 柑且塵 ) を 潤
い た ｡ ア ク 7) }LJ ア ミ ド ､ N 一 対 ビ ス メ チ レ ン 了 ク 7) ル ア
ミ ド 披 B D 汚che mic als L TD よ り ､ 過 硫 酸 ア ン を ニ ウ ム ､
対, 対, N
'
, 肘
'
, テ ト ラ メ チ レ ン ジ ア ミ ン ､ 2- メ ル カ プ ト ユ
タ ノ - ル ､ ラ ウ 7] ル 硫 酸 サ ト 7) ウ ム (S O S) はE A S T車柑封
賞O D 且鑑 Co よ り ､ 凍 ウ 酸 ､ E D T A･ 2Na ､ グ 7) シ ン ､ イ ソ
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プ 田 ピ ル ア ル コ - )LJ ､ ク マ シ - プ 7) Y) ア ン ト ブ ル ー ､
メ タ } - )i, ､ 酢 酸 ､ 且 争 ジ ウ ふ ブ ロ マ イ ド ､ ジ チ 身 ス
レ イ ト ー ル (Dm ) は 半 井 偲 学k kよ り ､ ア デ ノ シ ン ー 3-
7] ン 酸 (A T P) 揺
.
ベ - 7] ン ガ - マ ン ハ ･ イ ム よ り プ ロ モ
ア よ ノ ー ル ブ ル ー (B P B) ､ ダ 7) セ ロ - )i, は 和 光 銘 菓
よ り ､ ト 7) ス (TTiz m aba s e) は Sig田a よ り 購 入 し た ｡
D N 負電 気 泳 動 用 分 子 登 マ ー カ - の ] D N Aは 宝 酒 造k kよ
り ､ 賓 自 紫 電 気 泳 動 摺 分 子 登 マ - カ ー はP ha rm acia
F ま凸e C he 円ic als 巷 伺 い た ｡
そ の 他 表 示 の 無 い 徹 り ､ 試 薬 披 特 級 拭 黄 を 便 摺 し た ｡
- 1 2 2 ⊥
EE 薬 犠療 プ訂 轟監
(i) 按 禽 伝 達 (7r6 )
液 体 培 地 は 目 的 ､ 条 件 に よ り L プ ロ ス ､ 帽ゴプ ロ ス ､
B E Ⅰプ ロ ス 審 使 潤 し た ｡ 前 培 養 菌 液 を且O倍 静 釈 し ､ i
チ 且 - プ に て 振 と う 培 凍 し ､ 対 数 増 殖 新 中 靭
(o D610n m - 0｡速 - 0.6 ) に お い て ､ 供 専 薗 ; 受 容 薗
の 放 を 1
'
: 10の 比 率 で 混 合 し ､ 新 し い プ ロ ス を5 - 1 0
ml加 え ､ 3 7℃ で 2 時 間 - 一 夜 培 養 を 行 い ､ 受 容 と プ ラ
ス ミ ド の 耐 性 杏 選 択 で き る 様 な 選 択 薬 剤 を 含 む 寒 天 平
板 上 で ､ 七r a n s c o njtiga nも杏 選 択 す る .
(2) 形 質 転 換 (77)
使 摺 菌 一 夜 前 培 養 液 を ､ L ブ ロ ス あ る い はB H Iプ ロ
ス に 1O- 2 0債 務 釈 し ､ 対 数 増 殖 期 中 期 (0王)610n m -
0.4 - 0 .6 ) ま で L チ ふ - プ に て 振 と う 増 車 す る ｡ 2
℃ で 遠 心 集 菌 (5000rpm ､ 7 分 ､ Eita ch iO5P R- 7) し ､
培 養 液 登 の 10m朋塩 花 ナ ト 7] ウ ふ に 懸 濁 集 蘭 後 ､ 1 / 2
容 馨 の 58m朋塩 花 カ )iJ シ ウ ム に 懸 海 し ､ 0 ℃ 5 分 あ る い
は20分 〔5 分〕 放 置 し た ｡ 遼 心 後 ､ 1 mlの 塩 化 カ )LJ シ
ウ ふ 50m朋 CaC l に怒 藩 し ､ O ℃ 5 分 あ る い は40分 〔5
分〕 静 置 し ､ 1 - 5 pg の D 対且 と 混 合 し ､ 6 0分 あ る い
は20鎗 〔細 分〕 O ℃ で 静 置 換 ､ 45℃ で 2 分 〔1 分〕 加
温 す る ｡ 急 激 冷 後 ､ L プロ ス ､ 8H Ⅰ プ ロ ス あ る い は 門出
プ ロ ス (ト 7] メ ト プ 7) ム で 選 択 の 場 合) を5 - 1 0ml加
- 1 23.
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え ､ 3 0℃ に お い て L チ 3. - プ で ゆ っ く り 2 - 5 時 間 振
と う 培 養 陵 ､ 適 当 に 静 釈 あ る む? は 濃 縮 し ､ 選 択 車 荊 を
添 加 し た 平 板 で ､ ト ラ ン ス フ ォ - マ ン ト を 選 択 し た ｡
〔〕 肉 の 条 件 は ､ C i もTOba cもe T
形 質 転 換 す る 場 合 で あ る ｡
fT e u nd i i G N3避6- 1 6 を
機 影 栄 辱 入 (78 )(79 )
(a)フ ァ ー ジ 液 の 鋼 製
供 与 菌 前 培 養 液O｡5 mlを2｡5 m円塩 花 カ )i, シ ウ ム 含
有 L ブ ロ ス 連 ｡5 ml に加 え て ､ 3 7℃ で 対 数 増 殖 靭 ま で
培 養 す る ｡ こ の 薗 液0｡ 5 血l に2｡5 m朋塩 花 カ ル シ ウ ム
含 有 L ブ ロ ス 凌｡5mヱ ､ Plフ ァ r ジO. 且 Anユ (朋0.i,O. i )
巷 加 え て ､ 3 7℃ で 5 - 6 時 間 激 し く 振 と う 培 養 す る ｡
タ ロ
.
ロ 凍 ル ム を 加 え 室 温 で 20分 放 置 後 ､ 3 000rpm ､
分 速 心 し ､ タ ロ t2 * ル ム を 数 滴 加 え て 蘇 存 す る ｡
fb)甘i tTa七io n
フ ァ ー ジ 希 釈 液0｡ 1ml と 緒 示 菌 ( 受 容 薗)O.2 5mユ
巷 混 ぜ ､ 3 7℃且5分 加 温 後 ､ 軍.5mユ の L ソ フ ト ア ガ -
)tJ を 入 れ 全 体 を L ア ガ ー ル 平 板 上 に 上 層 し ､ 3 7℃ で
培 養 す る ｡ 翌 田 プ ラ - ク 数 を 数 え る ｡ ､ 通 常 P F ロ(
piaqil e fo r ming u nit ) 10 / ml位 の フ ァ ー ジ が 濁
さ れ る ｡
(c)形 栄 辱 入
P且フ ァ ー ジ 液0｡1ml と 受 容 菌0｡ 5mユ お よ び L ブ ロ
ス 0. 4ml を 混 ぜ ､ 3 7℃15分 保 患 す る ｡ 原 液 あ る い は
- - 1 2 4 -
磯 繍 液 審 適 当 な 選 択 率 厳 に 塗 布 す る ｡ 儲 か 曙 埴 で 選
択 の 噂 披 ､ 受 容 薗 巻 線 静 聴 で 2 回 洗 浄 し て か ら 潤 い
た . 弼0 ‡ は ､ 受 容 薗 に よ り ､ 0｡0 2- 1 (phage /
c e且且) で 行 っ た ｡
略)突 然 変 異 体 の 分 離 (80)
健 凋 薗 一 夜 培 養 液 沓 L プ ロ ス 5 軸1 で10倍 希 釈 し ､
O D6 且On 開 基 o｡5 まで 振 と う 培 養 す る ｡ 速 心 紫 蘭 (50 OOr
Tpm 5 鎗) し ､ 菌 体 杏 生 理 食 塩 故 に 懸 淘 ､ 2 回洗 浄 す
る ｡ 菌 体 番 5 m丑 の 0.且朋ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ (p河 5.5) に
懸 淘 後 薗 液 1gnl に N･T G (ニ ト ロ ソ ダ ア よ
●
ジ ン) を 加 え ､
3 0℃ で 静 置 保 温 す る ｡ ･N T G の感 度 ､ 処 理 時 間 は ､ 予 め
Su rviv a且 1 - 1 8 %に な る よ う に 決 め て お く ｡ 冷 し た
L プ ロ ス 30ml沓 加 え て 反 応 を と め ､ 5 000Tpm lO分 速 心
す る
.｡ 薗 緒 を 更 に 生 理 食 塩 凍 で 2 固洗 浄 し ､ L ブ ロ ス
5 捌i沓 加 え3了℃ 1 時 間 e xpT e S Sio nを か け る ｡ 適 当 に 希
釈 ､ . 蟻 賭 し ､ 薗 を 選 択 培 地 上 に 塗 布 す る ｡
地 象
上 記 の 棟 8=0｡ 1日ク エ ン 赦 バ ッ フ ァ (p打 5.5) に 怒
轟 し た 菌 液 番 各 1 mlづ つ 5 本 用 馨 し ､ 終 蟻 庶 0 ､ 5 0､
且OO ､ 且50 ､ 2 0 0p g / 紺1 の 河TG 番 加 え ､ 3 0℃2 8
- 3 0分 保 温 後 ､ 素 早 く 静 釈 し ､ L ア ガ ー ル 平 板 に 塗
布 す る (各 平 板100 - 3 0 0コ 田 エ ー 由 萌 す る 程 度) ｡
コ ロ ニ ー 数 を 軸 定 し ､ Su T Vi∀a且を 算 出 す る ｡
Stl T Viv a且 (%) - No . of c olo nie s of N T G
- 1 2 5 -
もre aもed f訂 a Cも息o n/No ｡ o雷 c o息o ni母S Of 姐n七T eaもed
fT aCもio n
略) コ Y] シ ン 思且の 詞 凝 漁 (81 )
凱 c o且i C 殿3 舶 軸 / Co且琵且 番且舶 呈 B H ‡プ ロ ス (
七約 m且m e 且OO p g / m且添 加) で
一 夜 培 養 し ､ 問 培 地1且
で 蓉 釈 後37℃ で 振 と う 培 養 す る ｡ O D6 且On 由 - 0匂5に 達
し た ら ､ 2 mg/ ml 削 もo mycin 港 液 を 2 約l加 え ､ 3 7℃ で
20- 3 0分 ゆ っ く り 振 と う 堵 養 す る ｡ 遼 心 集 菌 (8,0 0O
TP嗣 ､ lo浄) 後､ 0 .0 1朋 T] ン 酸 バ ッ フ ァ (p冴 7.0) に
懸 濁 し ､ ソ ニ ケ - 夕 一 に よ り 破 砕 す る ｡ 細 胞 液 砕 液 を
遠 心 ( 30!00OTP尉 ､ 9 0分) し ､ 且 滑 を 取 り ､ 硫 酸 ア
ン 骨 エ ウ ム 5O %飽 和 に な る よ う に 加 え ､ 0 ℃30分 幾 拝
す る ｡ 遼 心 (8,0 80TPm ､ 1 0分 ､ 0 ℃) に て 沈 毅 杏 集 め ､
30飼1 の 0.O l蛸 7) ン 観 バ ッ フ ァ に 懸 海 後 ､ グ 1) セ ロ - ル
を 等 量 加 え ､ ミ 7) ポ ア ア イ }L/ ク ー を 潤 い て ろ 過 滅 菌 し ､
- 2 0℃ で 床 存 す る ｡
轍 コ 7) シ ンE l産 豊 能 と 免 渡 聴
(a)コ 7] シ ン 藍1産 生 健
践 浪 菌 を ト 7) プ ㌣ ソ イ ブ ガ - ) レに 鞍 馨 し ､ 試 験 菌
の 生 え た 平 板 に タ ロ 口 車 )i, ム を 浸 し た ろ 紙 を ふ た の
方 に 置 尊 ､ 1 0分 は ど 放 置 す る ｡ ろ 耽 番 線 き ふ た 審 問
け ､ バ - チ - の ぞ ば で ク 田 口 * }8/ ふ を と ば す ｡ こ の
平 板 に E. c ol 呈 砂丘ow ト 7] プ ト ソ イ ブ ロ ス 培 養 液
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0｡且 m且を 加 え た 3 m且の 首､ Y] プ ト ソ イ ソ フ ト ア ガ - ル
(50℃
.
) 審塵 層 す る ｡ 3 7℃ で 6 - 2 塊曙 関 培 養 し ､ 阻
止 問 の 魔 ら れ た 蘭 を
L
詔 7) シ ン E且産 盈 髄 陽 性 と す る ｡
桝 コ 7] シ ン E且免 酸 能
0｡ 且 陶且の 詔 T] シ ソ 毘且審 塗 布 し た 平 板 に ､ ミ ク 田 プ
ラ ン ･タ - 等 で 試 験 薗 の 堵 凝 液 を 接 磯 す る ｡ 6 γ2 4時
間 堵 寮 し ､ 増 殖 す る か ど う か で 御 足 す る ｡
(7) 漁 色 捧i) 肘Aの 鋼 製 (6 )
配賦 葦遜
①0｡且鯛 塩 花 サ ト 7J ウ ム
②T Eバ ッ フ ァ く0｡0 逢門 TT豆s - 蟹C 且､ OB O 25門 ED管Å pH8｡5 )
⑧淀Na s e (2 m農/ 招旦)
④Lys o By内e (50悶g/ ml)
⑧S劫Tko sy且 (0｡ 7 5 %in T 富バ ッ フ ァ )
⑥ 飽 和 フ 丘 } - ル (T 定バ ッ フ ァ で 飽 和 す る ｡ )
⑦3門静 酸 サ ト Y] ウ ふ
⑧ エ タ ノ - )i, ( - 2 0℃)
監捜 俸3
①且Om且 の B H ヱプ ロ ズ 前 培 養 液 を2OOm旦の B 討Ⅰ ブ 田 ス に
移 し ､ 坂 口 コ )i/ ベ ン で 一 夜 振 塵 培 養 す る ｡
③8,0 00Tp m ､ 且0分 ､ 2 ℃ に て 集 薗 し ､ 0 .1･卵 塊 花 ナ ト
7) ウ ふ で 洗 う ｡
⑧ 5 m且 の TE バ ッ フ ァ に 審 淘 し ､ 庶甜a s e 沓0｡ 3 ml加 え る ｡
④Lys o悶 m eを0｡ 逢 m且加 え ､ 0 ℃ で 20分 置 く ｡
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⑤s晶Tko 豊y且を5｡7 m且加 え ､ 6 5℃ ､ 8 分 加 温 す る ｡
⑥ ブ レ ン ダ ー に か 柑 ､ 粘 性 を 落 と す ｡
⑦正村a s e を 且 ml加 え ､ 3 7℃ ､ 且 時 間 加 温 す る ｡
⑧ 飽 和 フ 且 j - ル を12m且加 え ､ 1 分 間.振 と う す る .
⑨5,O OOTpm ､ 且O分 ､ 2 ℃ で 遠 心 し ､ キ ャ ピ ラ 7] - あ る
い は ､ 1 OOp i の l ピペ ッ ト で ､ 永 層 (上 部) 沓 取
る ｡
⑩ ⑧ ⑨ を 繰 り 返 し ､ 永 層 に1.4 mlの3朋酢 酸 ナ ト T) ウ ム
と25出1 の エ タ ノ ー ル ( - 2 0℃ ) を加 え ､ - 2 0℃ で 2
時 間 エ タ } - ル 沈 毅 す る ｡
⑪ T Eバ ッ フ ァ 9 ml で ペ レ ッ ト を 懇 親 し ､ 3円酢 酸 ナ ト T]
ウ ム 且 m且と20mユ の エ タ ノ ー ル -( - 岩o℃ ) を加 え ､ 再
び エ タ ノ ー ル 沈 毅 を 行 う ｡
⑩ ⑪ を フ 且 ノ ー )i, 臭 が 無 く な る ま で 繰 り 返 し ､ 適 宜 霜
釈 し て ､ O D280n m とO D260n m を 珊 定 す る ｡ O D28 0n m
/oD2 60nm ≦ 0.5 3 で あ れ ば サ ン プ ル と す る ｡
は) プ ラ ス ミ ドD N 且の 鋼 製 法 一 塩 化 セ シ ウ ム 法(8?)
100 - 1 00 0p g の D N Aの 鋼 製 が 可 鰹 で あ る ｡
【紋 章】
l
①0. 14朋 塩 花 サ ト 7) ウ ム
②25 %S屯C T O S e溶 液 ; 25 yoSu c T O S ein 0.05H TTis 一 丑C l
(pE8｡0 ) ､ 0.0 0 1門 E D TA ･ 2Na
⑧R 対a s eA 淳 液 : 2 mg/ mlRi bo n tl C T e a S eA in 0 .0 25円
酢 酸 バ ,,
J
フ デ (p方 5｡0) ､ 100 ℃ 5
､
分 処 理
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④Lys o Ey相e蒋 液 : 50 糊g / 銅且 Lys o zym e永 溶 液
⑨TTi もo nl Lyも五c 削 澄もu T e; 0｡ 且 % TTito n E - 且00, 2｡5
悶円 E D T Å｡ 2Na ､ 且0
'
相当 甘Tis - H C 且(pH8｡0 )
⑥T E Sパ ッ プ . ア : 0｡0 5鯛 TTis - 五C l(pH8｡0 ) ,O｡O 5網
E D T 且｡ 2Na ､ 0｡ 0 5円 柑aC 且
⑦ エ 争 .ジ ウ ふ プ ロ マ
■
ィ ド (E 七BT) 暗 液: 2｡ 5 mg/ ml エ
争 ジ ウ ふ ブ ロ マ イ ド 永 溶 液
⑧50 %ポ
'
7) エ チ レ ン グ 7] コ - ル 6 000永 藤 敵
監捜 傍題
① L プ ロ ス あ る い は B H Ⅰプ ロ ス 5 - 1 0ml で 5 - 6 時
間 坂 と う 培 養 後 ､ . 同 プ ロ ス 20 ml ( 坂口 コ ル ベ ン)
に 加 え ､ 一 夜 振 と う 噂 養 す る ｡ 鋼 製 す る プ ラ ス ミ ド
が ､ CoIEl ある い はp且C Y C18 逢由 来 で あ.
る 場 合 ､
O D6 10n m - 0｡5に お い て ､ タ ロ ラ ム フ 且 エ コ ー )LJ
1 50p g / ml添 加 し た ｡
② 遠 心 紫 蘭 し 川 i ta ch i, 艮P 控且2 - 2 ロ ー タ ー ) ､ 0. 14 日
塩 花 ナ ト 7) ウ ム 15ml に懲 轟 す る ｡ 菌 液 を ､ H i 七a ch i
30P A遠 心 管 へ 移 し ､ 8,0 00Tpm ､ 且0分 あ る い は5,0 00
rpm ､ 1 5分 速 心 す る ｡
⑧ 菌 体 番8 ml の 25 %Su c T O S e溶 液 に 懲 瀕 し ､ 0.2 ml の
R Na s e且 溶 液 を 加 え ミ キ サ ー で 鎗 拝 す る ｡
④o.3 mlLys o zym e韓 液 を 加 え ､ 0 ℃ ､ 1 0- 2 0分 放 置 す
る ｡
⑧o.5 M E D T A(p詑 8 ｡0) を1. 6 ml加 え ､ 転 僻 混 和 し ､
1 0分 永 冷 す る ｡
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⑧ 泉 冷 し た管T畳もo 血 Lyもic 削 光 軸 T e 且2尋8尉旦 番 加 え 転 御
蔵 和 し ､ 且5分 放 置 す る ｡
⑦ 班i もa c払i 詑P50- 2 ロ - 夕 を 潤 い て 3凱 000TPm 塊5分 速 心
し ､ 血 清 を朋i
■
もa ch i50野鳥チ 且 - プ へ ･移 し ､ 6m且 の 50
% 濁 7] 且 争 レ ン ダ y) コ - ル 番 加 え ､ き ら に 5門塩 花 ナ
㌢ T] ウ ふ 3.3 悶且を 加 え 転 樹 混 和 す る ｡ 2 時 間 - 且 観
渡 冷 す る ｡
⑧8,0 0 0Tpm , 逮 ℃ , 1 8分 ､ あ る い は5,0 00Tpm 且5 分 速
心 し ､ T ES バ ッ フ ァ 6｡逮 ml に. 溶 解 し ､ 予 め6｡9g の 塩
花 セ シ ウ ム を 入 れ た ニ ト ロ セ･ル ロ ー ス チ 且 - プ に 加
え 均 一 な 溶 液 に し た 後 ､ E もBT溶 液 1 mlを 加 え る .
⑨ ペ ッ ク マ ン T 嘗65ロ - ♂ - を 健 博 し て 3 7,O OOTP捌 且8 -
.20時 間 ､ 1 5℃ で 遠 心 す る ｡
⑩ 遠 心 チ 且 - ブ の 壌 に 有 終 封 蘭 を 張 り ､ 2まG 注 射 針 を
刺 し て プ ラ.ス ミ
､
ド バ ン ド を 分 画 す る ｡ イ ソ プ ロ パ }
- }L, で エ 争 ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 繊 細 後 ､ O .五胡 TTis -
E C l (p耶 ｡5 ) で 2 国選 節 す る ｡ O D印On m を 謝 り ､
歌 登 を 出 す ｡
(9) プラ ス ミ ドD 村A の 粛 教 法 一 億 義 鎮 (8ヨ)
1
1 - 5 p g の D N 慮の 鋼 製 が 可 能 で あ る ｡
監試 葦3
① Soluも呈o n 且 : 1ys o Ey伯e 2Bng/ 招1､ 5 0m月 ダ ) iJ コ ー ス ､
1 紬粥 E卵 色 ､ 25洞門 TT畳s - ⅡC 且 (p岩8.O ) ､ 細 時 粛 教
⑧So且屯もio n2 : 0 ｡2柑 凍 酸 碓 ナ 計 7] ウ ふ ､ 且 % S D S､
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摺 噂 鋼 製
⑧so且組も且o n3 ; 3朋酢 酸 カ 7] ウ ふ (p招魂｡8 ) あ る い は3押
酢 酸 サ 軒 7) ウ ム (p盟4｡ 8 ) ､ 室 温 保 存
④so且岨もio 池亀 芸 0｡ 且鯛酢 酸 サ 恥 甲 ウ ふ ､ 5 紬門 TTis 一 腰C 且
(p洞 8.0)
⑤so且uも且o 弧5 … 投Na s elm富 / ml､ 5 m封 甘Tis - *且 (p貿
8｡0 ) ､ 且OO ℃ ､ 1 0鎗 ､ 加 熱 処 理 級 ､ - 2 0℃ 煤 存
監凍 俸33
① L ブ ロ ス ま た はB 汚Ⅰ プ ロ ス で 薗 昧 を 3 時 間 -
一 晩 曙
養 す る 8 タ ロ ラ ム フ 丘 エ コ - )8/ に よ る 増 晦 を 行 っ て
あ 濃 い ｡
③且｡5 悶田の エ ッ ベ ン ド ル ア チ 温 - プ で 3 鋼i堵 薬 液 を 2
回 に 分 け て ､ 0.5 - 1 分 速 心 紫 蘭 す る ｡
⑧ ペ レ ッ ト に So且｡ 1 100iR 且 を 加 え ､ 怒 潰 し ､ 0 ℃ 5
- 且0分 数 置 す る ｡
④so且｡2 200p 旦 を 加 え ､ ガ ラ ス 棒 で 混 ぜ ､ O ℃ 5 分
放 置 す る ｡
⑤so且. 3 15Op 且 杏 加 え ､ 転 餌 混 和 後 ､ O ℃ ､ 速5 - 6 8
分 放 置 す る ｡
⑥且5分 速 心 後 ､ 止 滑 を300p 且 取 り ､ 新 た な チ 汲 - プ
に 移 し ､ 冷 温 夕 ノ ー ル 600 p 五 番 加 え ､
- 2 0℃ で 10
- 3 ¢分 放 置 す る ｡
⑦ 2 分 速 心 後 ､ ペ レ ッ ト に So呈. 逮 100p 且 濠 加 え 懸 淘
し ､ 冷 温 タ } - }LJ2 OOが 1 加 え 混 ぜ て - 2 O℃ 且0 -
3 0鎗 放 置 す る b
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⑧ 2 分 速 心 後 ､ 争 且 - プ を ア ス ビ レ ー タ - で 約3 0分 秒
き ､ 且 タ } - }E/ 番 完 全 に と ぼ し ､ 田 約 に 応 じ た バ ッ
フ ァ に 懸 歯 す る ｡ 制 限 酵 素 で 闇 噺 す る 曙 披 ､ 且OO
p l の 聯 限 酵 素 凋 バ ッ フ ァ お よ び1O. p ヱ のISo且 .5 で
蒋 解 し ､ 3 7℃ 30鎗 加 温 後 ､ 制 限 静 養 で 切 断 す る ｡ 野
栄 転 換 に 伺 い る 時 は50m円塩 花 カ )i, シ ウ ム で 懸 瀦 し て
用 い る ｡
⑧ 2 分 遣 心 後 ､ チ 且 - プ を ア ズ ビ レ - ク ー で 約30分 ひ
き ､ エ タ ノ ー ル を 完 全 に と 8i
.
.
し ､ 目 的 に 応 じ た バ ッ
フ ァ に 懸 海 す る ｡ 卸 間 酵 素 で 堺 噺 す る 噂 は ､ l oo
p l の 朝 慣 酵 素 用 バ ッ フ ァ お よ び10p l の Sol.5 で
溶 解 し ､ 3 7℃ 30分 加 温 後 ､ 制 限 酵 素 で 切 断 す る ｡ 形
栄 転 換 に 用 い る 時 は50mn塩 碓 カ )i, ㌢ り ふ で 懸 凍 し て
用 い る ｡
㈹ D N Aの 制 限 酵 素 に よ る 切 断
(a)完 全 切 断
D N 盈1 p g に 対 し て 1 - 3 こ乙 ニ ッ ト の 酵 素 を 加 え ､
2 - 3 時 間 反 応 さ せ る ｡ 反 応 の 停 止 は ､ 6 5℃ で 10分
加 温 す る か ､ B ㍗B- S O S- G lyc e r ol (0 .O Z5 %- 5 %- 5 O
%) を20 %加 え る ､ の ど ち ら か に す る ｡ 反 応 条 件 は
Tab le 6 に 示 し た ｡ ニ 垂 切 断 の 場 合 は ､ 鮎月d I ⅠⅠ等
の 反 応 条 件 で ､ 同 時 に 行 う か ､ 切 れ 難 い 方 の 酵 素 で
切 断 し た 後 ､ 反 応 条 件 を 変 え て ､ も う 一 方 の 酵 素 で
切 断 し た ｡ 1 p g の I D N 且を 1 時 間 で 完 全 に 切 断 で
- 1 32 -
Tabie 6 Co mpo si七ion of T e a Cもion 悶i 舶弧T e Of r e如 Ticもio畠 即do虫覗C且朗 S ¢S
i馳stricもio n TTis - 配1 鞄CI NaCl 鑑C1 2一 触T C apもo - 反応温度事
iendontlCle a se p田7｡5 ethanol 壬
l旦 虹
iAccⅠ 10mH IOn朋 5Om門
I8am別
川glヱⅠ
IHaeⅠⅠ
川in cⅠ王
川indⅢ
畑infl
i削uⅠ
fPstI
ZSa王Ⅰ
6 m門 37℃ Z
i 虹
′i 虹
i 虹 ニ
ZXhoⅠ 6 m門 6m門 150mn
こ _ +
37℃ニ ⊥ 笠
迎艶 _ - む些虹 _ _ - _ 塾笠
6 m門 37℃
- 13〕 -
蓉 る 登 審 且 皿 ニ ッ 軒 と 普 通 定 塞 き れ て い る .
糾 部 分 闇 噺
D 柑盈 且 p 農 に 対 し て ､ 且 皿 ニ ッ ト の 静 轟 番患甜 え ､
5 ､ 且0､ 且5､ 3 ¢､ 6 O分 ご と に を の 一 部 巻 取 り ､ 6 5℃
で 且0鎗 加 温 し て 反 応 客 止 め ､ ア ガ ロ - ス 優 艶 泳 動 で
固 断 状 麿 壕 確 か め る ｡
(且且) E?N 盈 の ア ガ ロ - ス ゲ ル 奄 気 泳 動 (紘 )
監続 発 ｡ 装 置 遜
奄 兜 泳 動 バ ッ フ ァ は ､ B バ ッ フ ァ (89m朗 TT畳s ､ 8 9
四日凍 ウ 酸 ､ 望｡5 田朗E D T 且｡ 2Na ､ p措 8｡逮) あ る い は ､ E P
バ ッ フ ァ (8 9m円 甘Tis ､ 8.9 獅増車 ウ 酸 ､ 且2.5m田E D T A･
2封a ､ p封 8｡ 2) を 使 博し た ｡ ゲ ル 避 度 は ､ 0｡5 ､ 0 ｡7 ､
0｡ 8 ､ 且｡0 ､ 且｡ 5 %を 便 周 し た ｡ 泳 動 装 置 は ､ 垂 直 型
ス ラ ブ 簡 党 泳 動 装 置 お よ ぴ 永 平 璽 ス ラ ブ 電 気 泳 動 装 置
番 潤 い た ｡ 軒 )i/ サ イ ズ は ､ 垂 直 型 披 ､ 且壇O 冨 1 銅 賞 達
郎侶 ､ 凍 帝 要 は ､ 且05 Ⅹ 且OO 富 5 m 捌で あ る ｡ ト ラ ン ス イ
ル ミ ネ - ク ー はC- 6 且(U L耳R 慮一 瞥I O L ET P段OD u C 甘S) 各 便
摺 し た ｡
監捜 傍題
サ ン プ ル は ､ B P B- s o s- ダ 7] セ 田 - ル を20 %加 え て iO
- 5O p l を 泳 動 し た ｡ 垂 直 型 ス ラ ブ ゲ )i/ で は ､ B バ ッ
フ ァ 審 健 潤 し た 時 紋 ､ 定 電 圧 で 80- 1 2 粥､ 6 - 3 時 間
泳 動 を 行 い ､ 正P バ ッ フ ァ 濠 便 潤 し た 時 は ､.定 電 波 で 80
1- 且2Om且 7 - 速 曙 関 泳 動 を 行 っ た ｡ 永 乎 型 ス ラ ブ ゲ ル
- 1 3i - I
で は ､ 定 職 匠 で 3岱- 80V ､ 望0 - 5 噂･･閤 ､ B バ ッ フ ァ 沓
健 潤 し て 級 数 審 給 っ た o 泳 動 鰻 ､ 盗 チ ジ や ム プ ロ マ イ
h
ド 凱 5 - 望 郎 農 / 約息巻 食 む 泳 動 バ ッ フ ァ 坤 で 20分 染 亀
陵 ､ 且0 - 6 0分 間 泳 動 バ ッ フ ァ あ る い は 漉 で 脱 色 し た ｡
軒 テ ン ス イ }む 葛 藤 - ♂ - に よ り ゲ ル 下 面 か ら25趨助m の
紫 外 線･ 沓 照 射 し て ､ 写 遮 磯 彰 沓 行 っ た ｡ 各 部 限 酵 素 闇
噺 フ ラ グ メ ン 恥 の サ イ ズ は ､ 臥量遇d ‡笠‡ 闇 噺 l フ ァ - ジ
D 国風 あ る も1 は ､ 腰igl君ヱ 嚇 噺p迅凝322E)紺色審 問 時 に 泳 動 し
､ 骨 れ ら の 移 動 庶 と 骨 イ ズ よ り 換 馨 線 番 俸 威 し ､ 各 プ
ラ グ メ ソ 計 の 骨 イ ズ 杏 単 ロ ベ - ス 紬b) と し て 澄 功 し
た ｡ 戊DN 晶 の 雅量皿d 昔昔Ⅰ 堺 筋 プ ラ ダ メ ソ ト は23｡7 ､ 9｡趨6､
6. 6 7､ 趨｡ 2 6､ 2｡2 5､ 且｡96､ O. 5 9女b で あ り ､ pB虫322D N A
の 琵im君‡ 切 断 フ ラ グ メ ソ 軒 は且｡6 3､ 0｡5 2､ 0｡5 且､ 0｡凌0､
0. 3 0､ 0｡2 2･b O｡ 2 批bで 凝 る ｡
(且2) 詔 m エ - 溶 薗 接 を 潤 い た プ ラ ス ミ ドD 紺慮 の 娩 出
甘､ ｡ Ec鹿ぬa Td も ( 85 ) の 方 披 番 数 廃 し 允 ｡
望O p 且 臥ys占zy払¢
'
朗i賞もu T e(75OOⅦn畳七s/ 獅且 且ys ozy田e
O｡3 u 盈i もs / 捌且 凝Na s e､ 0｡ O5% 患P B､ 2 0 %F iむo且ユ 逸OO
畳n 富野 払胡f紬 T) i= 詔 ロ エ - 審 楊 枝 で 抄 し 敬2 - 3 価 程
度 懸 歯 轟 せ ､ 5 分 室 濫 放 置 す る ｡ Ov e Tl叩 朗まRも胡 r e･ (
凱 2 % SDS､ 5｡O % F ic o且且 壇00 ､･in 正P buf 宕e r) 壕
30郎 且 知 見 甘O Tもe xミ キ サ ー 沓 か 抄 ､ 6 5℃3 8鎗 加 温 す る ｡
加 温 後 す (. に ミ 拳 骨 - 審 し っ か り か 柑 ､ 忠PB - SOS- グ 7)
せ ロ - ル 沓且8 卵 呈 加 え ､ E Pバ ッ フ ァ 審 健 属 し た ア ガ ロ
ー 1 35 -
- ス 電 気 泳 動 巷 行 う ｡
(13) D 対鬼 フ ラ グ メ ン ト の ク 田 - ユ ン グ ( 8る )
(BL)D 封A の 制 限重野 素 に よ る 切 断
D N A且 p g を 審 馨5Opヱ に し て ､ 通 常 の 免 停 で 制
限 酵 素 で 切 断 す る ｡ ク ロ ー よ ン ダ ベ ク タ - へ の 御 限
静 養 切 断 フ ラ グ メ ン ト の タ ロ - ユ ン グ の 場 合 は ､ ク
田 - ニ ン ダ ベ ク タ ー と つ な ぎ た い フ ラ グ メ ン ト の を
ル 地 番 1 ･. 且 に し て ､ 全D NA 凍 定 番 i p g /50p l
と す る ｡ 間 取 酵 素 の 番 頭 が 異 な る 噂 は ､ 別 々 の チ 且
- プ で 御 節 し ､ 切 断 反 応 停 止 後 に 食 わ せ ､ 全D N A濃
度 杏 1p g /50p ユ と す る ｡ ､ セ ル フ ク ロ ー ユ ン グ の
場 合 娃 ､ プ ラ ス ミ ドD N A1 p g を 制 限 酵 素 で 堺 新 し
た ｡ 染 色 鉢D N Aフ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ は ベ ク
タ ー プ ラ 東 ミ ドD N A : 染 色 体D N 盈の 垂 馨 比 を 2 : 1
に し て ､ D N A2 - 3 p g /5 0p i にな る 様 に し た ｡
”)ラ イ ダ ー シ 訂 ン (L isatio zl)
制 限 酵 素 に よ る 堺 断 反 応 を65℃ で 10- 1 5分 加 温 し
て 停 止 し た 後 ､ 用 時 鋼 製 の 2 倍 濃 度 の ラ イ ダ ー シ ョ
ン 混 合 溶 液 を5 0p l 加 え ､ 1 00p 且 の ラ イ ダ ー シ ョ
ン 反 応 液 の 終 澄 渡 を60mH Tris - 托C lpH 7.5､ 1 0rn門塩
化 マ グ ネ シ ウ ム ､ 1Om出
■
D T T､ 0. 0 5m門 且T Pに 合 わ せ る ｡
T4 DN鳥7) ガ ー ゼL% cohesiv e e nd の場 合 は ､ O.2u ni ts ､
f lu sh e nd (E in cI I) や 染 色 捧D打点 フ ラ グ メ ン ト を
タ ロ - ユ ン グ す る 噂 は ､ 1 - 2 u ni ts / 1 p g D N 且
- 1 36 -
加 ぇ ､ 且･2℃ ､ 且8時 間 反 応 さ せ た ｡
(c)# # & *
反 応 液 に 塩 花 カ ル シ ウ ム 沓 終 感 度5 軸削こ な る 様 に
加 え ､ 田 約 と す る 菌 昧 へ 野 党 転 換 を 給 っ た 8
(且逢) 制 限酵 素 に よ る 突 発 プ ラ ス ミ ド の 鱒 成
欠 党 プ ラ ス ミ ド は 制 限 酵 素 に よ る 完 全 樹 齢 あ る い は
部 分 轡 噺疲 ､ せ ル フ ラ イ ゲ - シ 評 ン 濠 行 う こ と に よ り
雁 威 し た ｡ 完 全 堺 筋 に よ る せ ル ア タ ロ - ユ ン グ の 粛 法
は ､ 実 験 方 接 (且3) に 示 し た ｡ こ こ で は ､ 潮 限 酵 賓
斑in cⅠⅠに よ る 部 分 切 衝 に よ る , pT ¥132 お よ ぴpT 嘗133の
館 成 捻 に つ い て 述 べ る ｡
2 0p g の プ ラ ス ミ ドD 阿鼻 を 伺 い ､ 3 7℃ に 採 温 し た5O
j2且 の 反 応 液 中 へ 20温 ニ ッ ト の H i茄C‡‡を 加 え ､ 5 ､ 1 0､
且5､ 3 O､ 壇5､ 6 0分 娩 に80p 且 ず つ と り ､ 6 5℃ で 且5分 加
温 し 反 応 を 鮮 血 さ せ た ｡ 爵 反 応 サ ン プ ル よ り20p且 を
と り ､ ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動 に か け ､ プ ラ ス ミ ドB N 且
が 部 分 堺 噺 さ れ て い る サ ン プ )i) を 確 寂 し ､
′
そ の サ ン プ
ル5 0p l 沓 (13) の 方 法 で ラ イ ダ ー シ 哲 ン を 行 っ た ｡
C60 0の 形 質 転 換 棟 は ､ カ サ マ イ シ ン25p g / mlお よ
ぴ セ フ ァ ロ T] ジ ン且2｡5jL g / 榊1含 有 平 板 で 選 択 し ､ 耐
性 パ タ - ン ､ コ Y] シ ソEl藤 生 韓 ､ 免 疫 能 ､ β - ラ ク ダ
マ - ゼ の 基 質 特 異 性 を 翻 ペ ､ ま た プ ラ ス ミ FDN 盈 を 綿
製 し ､ 制 限 酵 素 で 切 断 し 矢 先 儀 域 を 決 定 し た ｡
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(且5) 葦 瀦 瀞 鰹 魔の 輔 定
耐 性 麓 は 一 審 天 平 転 籍 釈 法 に よ り 珊 定.し た ｡ 被 換 薗
の 且8時 間 噂 審 液 沓且OO 倍 瀞 釈 後 ､ 5 p 且 を 寵 々 の 濃 度
の 薬 前 審 含 有 す る 雷‡寒 天 平 板 あ る い 琴田原寒 天 平 板 へ 操
車 し ､ 3 7℃ あ る い は30℃ に お い て 且8時 間 堵 尊 後 ､ 耐 性
健 を 菌 の 発 育 審 阻 止 す る 濃 か の 薬 荊 感 度 ( 最 林 発 育阻
血 濃 度 ､ 耶 C ､ mini朗al ifl由ibi もo ry c o 並C e nもr atio n)
あ る い は ､ 発 育 で き る 最 大 の 牽 荊 凍 度 ( 慶 大 発 育 許 容
磯 度 ､ 舶 C ､ 用 a Xim 払 出 al lo 脚in軍 C On C e nもT aも呈o n) を 珊
定 し ､ こ れ を p g / ml で示 し た ｡ な お 接 種 に は ､ ミ ク
ロ プ ラ ン タ ー
■(T ¥ P E削 T - P 佐 久 間 選 伸 餅 L td｡) を 招
い た ｡
(16) ♂ - ラ ク 夕 マ - ゼ の 粗 野 素 液 の 調 製 と 清 隆 珊 定 法
(a)粗 野 素 液 の 鋼 製
B耶 プ 田 ズ ー 夜 前 培 養 液 を 新 し いB壬‖ ブ ロ ス 10-
2 0Om王に 加 え ､ 3 7℃ で 対 数 増 殖 新 中 斯 (O D6 10n m -
O .5 ) ま で 培 養 す る ｡ 遠 心 紫 蘭 (8,0 00T 卵 ､ 1 0分 ､
O ℃) 後､ 蘭 鋳 をP 邑S一 触 (1 紬H 7) ン 酸 バ ッ フ ァ p打
7.0 ､ 0.6 8 %塩 碓 サ ト 7) ウ ふ ､ 且 m門硫 l酸 マ グ ネ シ ウ
ム ) で 洗 浄 し ､ O｡1消 7) ン 酸 バ ッ フ ァ pH 7 ｡0 (ミ ク
ロ ヨ - ド 法 の 場 禽 はO.8 5H 7] ン 酸 バ ッ フ ァ ) 12- l 壇
瑚1 に懸 藩 後 ､ s o ni雷ie r (c e旦1 a is r tlP七o T 2 00､
Br a 丑S On ) 番僚 周 し て 淑 冷 破 砕 (o 屯紬 uも ,6. 5､ 且 -
2 分) する ｡ 遠 心 (且7,O O Or 卵 ､ 2 O分 ､ O ℃ ､ ミ ク
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田 詔 - .ド 練 の 噂 禽 絵32,り¢¢FP銅 ､ 塵5鎗 ､ 0 ℃) に よ
り｡ 細 胞 液 砕 断 線 番 除 去 し た 止 滑 容 貌 静 塞 液 と す る .
糾 晴 殴 潮 定 接
sa Tge m七 接 (⑳7 ) ､ pe r Teも鎮 (亀亀 )､ ミ ク ロ ヨ - ド 法
( 卵 ) は ､ Sa 糾a立 寄 の 絶 観 (90) に 経 っ た ｡
な ･お ､ 且 皿 ニ ッ = ま､ 3 0℃ で 庵 鎗 1 p 糊0旦 の 基 質
を 永 解 す る β - ラ ク ダ マ - ぜ 清 隆 で 凝 る ｡
(且7) 9 - ガ テ ク か シ ダ - ゼ の 艶 酵 素 液 の 鋼 製 と
清 隆 郵 定 法
(a)♂ - ガ ラ ク FL シ ダ - ぜ の 粗 静 養 液 の 鋼 製
C. fr e Ⅶnd i i G 対346 番カ ザ ミ } 観 の み を 炭 素 療 と
し た 庶 曙 地 で 宏O℃ に て 前 噂 養 す る ｡ 1 5Omlの 同 培 地
に 5 倍 静 釈 し た も の を 2 本 俸 り ､ 坂 口 コ ル ペ ン で ､
O D5 鯛皿m - 0. 5 まで 坂 と う 噂＼養 す る . 一 本 に ダ )i, コ
- ス 沓 5 %加 え ､ 1 0分 振 と う 後 ､ グ ル コ - ス 添 加 ､
無 添 加 と もⅠsopT Op y卜 β - D 一 組 io - gaia cto si de (
ⅠP TG) 番 線 濃 度0 ｡5mF3 に な る よ う に 加 え ､ そ れ ぞ れ
3 本 の 坂 口 コ ル ベ ン に 5 紬1ず つ 分 注 す る . ぞ の う ち
の 一 本 ず つ に べ ン ジ }L, ペ ニ シ 7] ン8.0 0 p g /M)且沓 加
ぇ ､ 飽 の 一 本 と と も に 2O℃ で 振 と う 培 養 す る ｡ 戎 り
の 坂 口 ヨ ル ペ ン ー 奉 ず つ ば す み や か に37℃ に 培 養 温
度 沓 移 し ､ 巌 と う 培 養 す る 8 時 間 ご と に サ ン プ )tJ 巻
6 本 の 坂 口 コ ル ベ ン よ り且0鉛且ず つ と り ､ す ば や く 終
濃 度 且 m招に な る 棟 に サ ト 7) や ふ ア ザ イ ド を 加 え ､ 遼
- 且39 -
心 褒 薗 (5,O O 恥p獅 ､ 且0鎗 ､ 0 ℃ ) する ｡ 0甘 且塵門 塩 碓
サ ト 7] ウ ふ で 薗 線 番 洗 浄 後 ､ 且2悶且 の 0 .且朋ワ ン 酸 バ ッ
フ ァ (p汚 7 ｡0) で 懲 潰 し ､ 超 音 薮 破 砕 し ､ 遼 心 (
且7,0 0 0r 卵
■
､ 2 O分 ､ 0 ℃)J 後 ､ 上 滑 を酵 素 試 料 と し
て ､ ♂ - ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 お よ び β - ラ ク ダ マ
- ゼ 清 隆 を 潮 定 し た ｡
糾 β - ガ ラ タ ト シ.ダ
- ゼ 演 後 期 定 法 (91 '
o｡1FM] ン 酸 バ ッ フ ァ (p詔 7｡0) で 適 度 蕎 釈 し た 酵
貴 拭 料 5 飢1 へ シ ス テ イ ン 溶 液 (20mg/ 招1) i mlを 加
え37℃ で 3 分 加 温 陵 ､ 3 7℃ に 保 っ た0｡0 1門 O N PG溶 液
(o一 男i もT OPhe noユ gaia c七o s且de ) 1 朗ユ沓 加 え ､ 3 7℃
で i5分 恒 温 反 応 さ せ る ｡ 1朋党 酸 サ ト 7) ウ ム 溶 液 1 田1
を 加 え 反 応 を 停 止 さ せ ､ 1 5分 間 重 患 放 置 す る ｡ O. i朋
7) ン 酸 バ ッ フ ァ を 対 照 と し て 舶 20n nlを 測 定 し ､ 陵 墓
線 よ り 生 成 し た 0 - ニ ト ロ フ 皿 } - ル (ON P) の 聾 者
算 出 し た ｡ 同 時 に Lo wTy 法 に よ り 酵 素 試 料 の 賓 由 馨
杏 郵 定 し ､ 細 粒 壮 途 章 自 登 あ た り の 酵 素 産 生 登 で 表
し た ｡
β - ガ ラ グ ト シ ダ ー ゼ 活 性 1 ユ ニ ッ ト
ニ 1 p m ol of O由p / m呈n
(18) 賓自 紫 の 定 馨 法
Lo w ry 等 (92) の 方 注 に 縫 っ た ｡
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(且9) 栄 審 要 求 殴の 判 定
Da
9
vis の 濃 か 噂 鞄 に ア ミ ノ 酸趨O p g / mlを 加 え て ､
ア ミ ノ 酸 要 求 性 杏 樹 ベ た o 鰭 利 潤 健 捻Da vis の 濃 か 戦
地 凝 る も､ は ､ ニ ッ ス イ の P腎㌘ 基 礎 境 地 ､ 糖 分 解 読 敏 雄
草 食 威 基 礎 培 地 に 陣 容 且 % 加 ぇ て 判 定 し た ｡ 菌 の 噂 養
は ､ L プ 田 ス ま た はB E Ⅰプ 田 ス で 行 い ､ ¢｡1 鯛 塩 花 ナ
計 Y] ウ ふ 溶 液 ま た はD品甘is の 濃 か 培 地 の バ ッ フ ァ で 2
固 遼 心 洗 浄 し て ､ ミ ク ロ プ ラ ン タ - で 凍 磯 す る か ､ コ
ン テ ッ ジ で 塗 布 し た ｡ 多, 数 の コ 田 ニ - を 判 定 す る 噂 ほ
u プ 7] カ 娃 に よ っ た ｡
(20) せ フ ァ ロ ス ポ 7J ナ - ぜ の 温 度 誘 導 実 験 (50)
2O℃ 一 夜為n Ⅰ プ ロ ス 前 培 養 液 審O D6且On m - 0.且に な
る 棟 に 5 - 且0倍 蒋 釈 し ､ O D610n m - 0｡5 まで 振 と う し ､
O D6且On 血 - O. 且に な る 棒 に 趨2℃ ま た 捻2O℃ の 新 た な プ
ロ ス で 番 釈 し ､ 趨2℃ ま た は20℃ で 15分 加 温 後 を 0 分 と
し て ､ 3 7. ℃ ま た は2 O℃ で 振 と う 培 養 を 続 抄 ､ サ ン プ }t,
を 時 間 ご と に 鋼 製 し た ｡ 2 0℃ で 捜 侍 し た 方 の 健 をba s e
且im eと し て 対 照 に と っ た ｡ 4 2℃ 15分 加 温 す る 捜 俸 は ､
後 に 省 い て も 結 果 に ほ と ん ど 相 違 が 見 ら れ な い こ と が
わ か り ､ 省 い て 20℃ か ら37℃ に す (＋ に 誘 導 を か 抄 た 堀
金 も あ る ｡
農 時 間 の 誘 導 を 見 た 噂 は ､ 2 0℃ 一 夜B E ‡プ ロ ス 蔚 噂
薬 液 をO D6 10n m - 0｡ 1に な る 様 に 5 - 且0債 務 釈 し た も
の を 2 本 俸 り ､ O D6 10n m
.
- 0･ 2 - 0･ 3 まで 振 と う し -
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一 本 を37怒 に 移 し 窮 尊 者 行 い ､ 時 間 ご と に 骨 ン プ ル を
粛 饗 し た ｡
(2 且) セ フ ァ 由 ス ポ 7) サ ー ぜ の 革 新 魂 専 業 駿
(35)
2 0℃ 一 夜 B 器Ⅰ プ ロ ス 前 場 養 液 を OD610n 郎 - 0｡1に な
る 様 に 5 - 且0債 務 釈 し ､ O D6且0血m - O.5 まで 振 と う し ､
磯 舟 の 繊 度 の 9 - ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 を 加 え て 且 - 2｡5
時 間20℃ に て 振 と う 堵 餐 を 行 い ､ サ ン プ )i/ を 鋼 製 し た ｡
(22) 抗 政 情の 鋼 製 法
El fr e u nd i i G N3 46の 精 製 し た 母 フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー
ゼ に 対 す る 抗 血 清 はSa 醐a皇 等 (9
･3 ) の 方 法 に 従 い 詞 饗 し ､
‡gG 分 画 は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 毅 に よ っ て 鋼 製 し た
(9み)
○
抗 血 清 の せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー ゼ に 対 す る 影 響 をま ､ 30
℃ で 18分 ､ 8 .0 5門 7) ン 酸 バ ッ フ ァ 申 で 抗 血 清 と セ フ ァ
ロ ス ぜ 7) チ - ゼ を 反 応 し ､ ミ ク ロ ヨ ー ド 経 で 残 存 セ フ
ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 清 隆 を 謝定 し た ｡ 対 照 に は 正 常 血 清
審 加 え た ｡
(23) 外 膜 賓由 の 分 離 と 電 気 泳 動
(a)舛 膜 蛋 白 ゐ分 離
外 膜 蛋 白 は 舷 梯 等 (95 ) の 方 娃 に 従 い 摂 南 分 の
SaT C O Syl N L-9 7 不浄 両 分 と し て 飼 凝 し た ｡ 3 7℃ ､
Pe n a s s ay ブ ロ ス 20mユ
ー 夜 培 養 菌 液 を 桑 園 (8,O OOTP 田 ､
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且5鎗 ､ 逢 怒 ) し ､ 0.¢且悶 Y] ン 酸 j官 ッ プ ア (p甜 7 ｡0)
で 洗 浄 後 ､ 0｡ 且鯛 β - メ ル カ プ ト 五 夕 j - ル 禽 蘭
0｡0 且朋 T] ン 酸 バ ッ フ ァ 且2mi且るこ 懸 淘 し ､ 凍 冷 下 で 超 育
鍍 破 砕 し ､ 遼 心 (且0,000Tp悶 ､ 1 0分 ､ 凌 ℃) し て ､
止 滑 番 鎗 敬 し た ｡ 更 に こ の 且 滑 を 遼 心 (33,¢00TP脚 ､
3 0鎗 ･､ 度 ℃ ) し ､ 侍 ら 甑 た 凝 蘭 分 くべ レ･ツ 軒) 審 嘉
常 永 適 当 馨 に 怒 淘 し ､ 終 磯 度 2 - 3 %に な る 棟 に ､
Sa T C O S女且肌 - 9 了 溶 液 審 加 え 一 重 温 で30鎗 放 置 後 ､ 遠
心 (3 3,0 0 0Tpm ､ 趨0分 ､ 塵 ℃) し ､ 養 常 永 で 洗 浄 後
且 m且 の 養 常 永 で 懸 瀕 し ､ 外 膜 試 料 と し て 伺 い た ｡
軸 外 膜 蜜 由 の S D S一 都 7] ア 91 1] ル ア ミ ド ゲ )i/ 噂 気 泳 動
神 尾 (96' ､ La e 約ml i (97) の 方 接 を 一 部 改 良 し て 行
っ た ｡ 熱 源 賓 由 試 料 (i - 3 脚g/ m旦) に 同 登 の サ ン
プ )LJ バ ッ フ ァ (0.5朋 TTis - だC l pn 6.8 12｡5mユ ､ 且0
% S D S2Om且､ 9 - - メ ル カ プ 計 ユ タ ノ - )LJ 5m且 ､ ダ T]
せ 田 - ル 1Om旦 ､ プ ロ 母 フ & } - )i, ブ ル ー 0｡ O O 望 %)
番 加 え ､ 且00 ℃ で 2 分 加 熱 す る ｡ 5 %凝 縮 ゲ ]t/ (ブ
タ Y) ル ア ミ ド : ビ ス ア ク 7] ル ア ミ ド - 3 O;0｡ 8 1m且 ､
且.5月 Tris 一 児C且 p打 6｡8 且｡ 5出且､ 10 %SI)S0. 0 6 ml､
甘藍朋E D 3 p 且 ､ 蒸 留 永3｡3 8ml､ 10% 過 硫 酸 ア ン 骨 こ
ウ ふ 0｡ 0 6田且) ､ 且0 %分 離 ゲ ル (ア ク T) ル ア ミ ド : ど
ス ア ク 7] )i, ア ミ ド - 3 0: 0. 8 5折畳､ 且｡5Fg Tis - 讃C 且
p腰 8｡8 3｡7 5m且 ､ 且0% S D S. O. 15
m且 ､ 甘E招琵D 5p 且 ､
濃 蘭 永6｡ 0 2mi ､ 1 0% 過 硫 酸 ア ン モ エ ウ ム 0.0 7 5ml )
お よ ぴ 泳 動 バ ッ フ ァ (Tr畳s 3｡ 且g ､ グ リ シ ン1逢. 軸 ､
- l 壇3 -
s D S且｡0名/且 p討 8｡ 郎 を 潤 い て ､ 垂 直 型 ス ラ ブ ゲ ル
電 気 泳 動 装 置 で i 願出厚 さ の ゲ ル で ､ 定 電 波12. 5m且
245 時 間 泳 動 後25舶 且.5曙 関 泳 動 し た ｡ 漁 色 は 染 色
液 Ⅰ ､ 正 ､ 避 で 一 時 間 ず つ 行 い ､ 且O% 酢 酸 で
一 夜 顔
色 し た (98 ) ｡ 鞄 包 蔵 ‡ は25 %イ ソ プ ロ パ }
- ル ､
o ｡ o25 %ク マ シ - プ T] 7) ア ン ト プ ル
-
､ 1 0 %酢 酸 混
液 で ー 染 亀 液 韮 捻10 %イ ソ プ ロ パ }
- ル ､ 0. 0 25 %
ク マ シ - プ Y] 7] ア ン ト ブ ル ー ､ 且0 %酔 酸 混 液 で ､ 染
色 液 避 妊0｡OO25 %ク マ シ - ブ 7] 7) ア ン ト ブ ル ー ､ 1 0
% 酢 酸 混 液 で あ る ｡ 分 子 馨 マ ー カ ー は 次 に 示 し た ｡
賓 由 輩
P ho spもo Ty且a s e也
盈1 bu BIin
Ov a且b11min
Carbon畳c 農地 ydr a s e
甘ry psin ‡nh ibi 七o r
- 1 44 -
分 子 登
9逢,0 00
6 7,0 0 0
塵3,0 0 0
30,0 00
20,l oo
& #
且) Co払e 皿S柑(197了)ヱ孤 DN晶Ⅰn s e Tもio 孤Ele 朗e 蝕もs5 Pla s 悶ids, arid Epis o m e s(B 血uha ri
凱 ShapiT OJ鮎 舶ぬya SLeds.) pp672Co且d SpTimg ぬ Tbo ur 貼附 ¥o Tk
2)討e軸e s誕眺 3a c ob盈正 弘97逸) 鮎且Ge nGe n et皇臥 :3i
3)Saedle r凱 Be s e me T∫, 鑑e岬 e T凱 設os e n 帥iT地 臥 S七a rli喝 e r中(1973) 鮎1 Ge n
Gc n eも115:258
逮) Te r akako ”, SekiE由i T, 鮎shim oもo 賞, 馳m aga七a S, ¥aia m o七o T (1981)
An七imic T Ob 且ge nts Che m othe T迎:382
5)Terakako 札 Sekiz akiT, Ha shi肺0七o E, ¥a m agaもa S, 官a m a m o七 T (1982)Ⅰn DT ug
馳sista n c ein Ba cもe Tia (酌もs血a shi Sed｡) pp93Japa nScientific So cieもie s
PT e S STokyo, Thie m e- S七r a七to nⅠnc N軸 恥rk
6) ¥a m a m o七 T, ¥a m agaもa S, 恥rii凱 Ya m agishi S(1982)∫ Ba cte Tiol 退虹:269
了) BobT O 帥Ski N耽 触tthe w軌 Ba rth PT, Da七七a ”, Grion七er 帆 Ja c ob ÅE,
鑑o nto michalo uP, Da且e J眺 Smith JT(1976) I Ba cte rioli a言1i9
8)¥am a m ot T, Ta n aka 軌 ¥a m agata S, 恥tegi 且, Takei T, Baha 凱 ぬta n ahe 軌
¥a m agishi S(1981) ∫ Pha T mDyn 旦_ : a -53
9) Le v e squ e定, 払y P軌 Leta rte 凱 Pe cher eJC (1982) I Ⅰnfe cio u sDis e a s e s汲
:753
10)Lev esqtle凱 鮎y PE(1982) Gene 皇室:69
且1)Amble T 肝 (1980) PhilTT aqlS定So cLe nd B289-321
i2) En ott- H屯n Zike TV, Petu T S S O nS, Jayaもila汝e GS, ぬ1ey SG, Ja u rin ち, Gr u ndstr o m
(1982)Bio che I 201;621
且3) 題ichmo nd 粥凱 Syke s詑B (1973)Ⅰ凸 Adva nc e sin 門ic T Obial Physiology (鮎s eA凱
Te mpe
.
s七 洲 eds･ ) Vo19 p p31Ac a申mic pr e s sLo ndo n a ndN帥 ¥o rk
- 145-
1壇)Ya m a m oも T, Ta 汲aぬ 軌 封¢ぬ盈Y aC, 肝姐&姐naga Y, Ya 朗a題且s蝕i S 組981) 3 鮎cもe Tまoi
且塵5 言808
i5) 馳ma moto 甘, 馳 m agaもa S, Ea shまmoもo 管, 馳脚aSisぬi S組980) 削 cT Obioi 苦悶朗弧孤0且
鎚 :且且39
且6) 馳T榊a n弧 ㌍a軸 汎 む呈ndstTO 醐監愚, 迅o 獅a n男G 組973) J 鮎c七e T呈o且 放 言且23
且7) 触z e sP汎 鮎ng 眺 監eh EC凱 La 弼pe汲 0 (且983) 3 あ五o且 Che和 宣臥_ 言且且2且且
且8) 耳劉a血盛 a T, OsぬiぬaTa 眺 詔i斡e 孤O甘, 盈且ba S (i983) J Geg3 朋豆c T(姑 息29:望62且
i9) 鮎もu 獅0七o 凱 馳T a 舶鮎 瞥 (1982) 王n PTOC e edi皿g Of 地e 且且もぬ Gu助招a 馳脚pO Siu 朗 O m
削 c T O払ia且E&噸 鮎sまs七aLn C eP p69
2O) Ja w呈由 凱 GFii幻舶もr6印 甘 (198且) PTO CNa七且 且c ad Sc畳 訂SA 週 :i897
望且) J肌Tまn 凱 恥r 紀 rk S 絶979) J 鮎cもeTまoi皇乳 言896
望望) Sa 舶 呈T, 触ぬ 一 定tAT O血 ヱ, 軌r ata 甘, ¥a 糊喝ish呈 S
' . 組980) J Pぬ盈F 悶扮y弧 乱 ;3鎚
23) 甘aぬha地主 ‡, 晋 Sa 舶豆, T 触do, 暫紺 agishi S(i980) J Anもまbio 道三且03?
2朝 嘗品田a 朗0もo 官, 馳ko七a 甘 組98O) 鮎且 Ge nGe n eも 盟臥:77
25) 馳mada 軌 馳まn a官, 削yaもa 甘, 鮎 ぬ題a 舶 T, N 盛a z a 舶盈‾(19 紀) PT O C貼息且 為c ad
Sci 訂SA19:2827I
26) 触eTS W ald EA, Lu蝕まg G, Sc払a且且e T”(i98i) Co且e Spring Ha Tbo r扱覗a 孤も Bio呈 塵 :
iO7
27) Bec故 凱 Lu幽ig a, 触 eT S W aldE凱 鮎is s凱 Scha且1e TH くi982) Ge皿母 呈望:327
28) 艶GT a 紺B凱 鮎Tin us 門 (1980) 鮎且Ge n 鮎為eも 盟8_ ;309
I
29)G印 ndstTるm I, Jal且Tin 員, Edl唱nd T, 対o T m a Tk S (1980)143:且且27
3O) 馳TgStT8m S, Li員de The Tg ㍗, OIs s o 血0, No T m a Tk S組983)皇墨紅 :且297
31) 恥Ta七a T, ‡n o u e晩 酌七s uha shi S(1982) Ⅰn PT O C 母edin由 of もhe 且且地 Gu泊m a
Sympo siu m o n朋五c r obia且Dr喝 鮎sista n c ep p凌7
- i46-
詔望) 馳遜幽0患o 凱 富n o 覗e凱- 朗色s地a油量 S 組982) 富n 野T O C eed鼻血藍S Of 地母且且も由 G岨孤 舶
Sy朗PO S且弧悶 O m削 cT O払息a且 厨T 岨藍 壁e s急sもa 孤C母 押 感
9
33)S晶 槻五官, 監a皿血0 軌 甘思慮a 悶0忠o 鑑 組982)3 鮎c忠e Tio且且5望 .･ 567
3逸) 鮎Td m , GTi飽Sも母d 3 組978)Ge血e a_ 冨87
詔5)S茂樹迅五甘, Na汝遜j畳嗣晶 S, 恥 T O鮎¢馬ぬ五 官, 馳 捌品名亙s触i S 組9 耶) 闘量c T鵬 o且互助凱 飽¢且 艶 ;
63且
36) S歳附a五 官, 弼急患s 髄鮎a油量 S, 嘗a 嗣a如 地i S組968) gap J 削c T¢払孟o息 盟 :4望3
3冒)監晶ET a T肥 , 艦影盈明澄母 3鰯組97e) ‡餓雷e cも笠悶凱 蝕 む ;凱O
38) 鎧oo忠z 写, S晶流d¢T思 だC 組983) 蝕も且悶豆c T Ob 触e舶s 品玉1d C触鯛 O 伽 T 辺 …91
39) Ha 悶畳温もo 盈一 別旦且e TJ 附 組96讃)B星o cぬe 劉愚i叩 軸s 詑e sCo招 m 皿 娼 :壇3
趨0) 馳汝母S 段凱 鮎忠忠ぬe 帥朗 組976)』 励も五和畳c耶油 Cぬem如由e T 盈一 言且且5
趨且) S 曲a忠ぬ乱軌 3忍苦O 靴 肋E･aぬ招 監P 組965) B旦o c由噂悶ic 歳旦 諾 墜:冒S男
舵) 馳奴e s詑凱 旋且cぬ悶O nd 珊 組97且)Lan c如 Ⅰ‡ 芸3逮2
趨3)野盈T T a T蛇 , 馳 鵬 0 捌3鑑弧973) 蝕もi悶ic F Ob 触 蝕もs a nd Cぬe 田0七ぬeT 虹 :ま09
鶴)GoT 皿e且五s 院, 肋T aぬa 悶EP組975) J Ge 孤削 c T Obio且 配 :273
趨5) 馳且豆f且e G盈d 組965) 3 Gegl削 c T Obio且 壁 :且且9
繊 CE･0 朗如 o n臥 Iga農0 粍 CT 訓fo T鵡 軌 討e 醐患o 血GGF (且962)思量o cぬe 悶J 墜;52
,1
47)E皿g且esわe Tg E, 紺iic o xG 組97逮) 触n 馳v Ge n eも 臥 芸2且9
趨8)G畳逢ゎ哲Tも 眺 鮎且且e T一 打孟且旦 迅 組966) PTO C紺aも且盈c 盈d Sc星口S盈 墜;且89五
臓 馳Tiu c鮎i T, 朋o Tiu c鮎畳 S, N伊豆c放 鳥(19 凱) J 恥且 盈豆o旦 a_ ;703
50) ¥am a附 細 管, 嘗a m a霊aもa 触 T aya m aS, Sa 舶i 甘(1983) 恥I Ge mGes3 eも 乱 ;85
5且) Ja ⅦT呈出 凱 GT 闇n由もT O 銅管, Ed且u Bd T, 馳 T 出a r汝 S 絶98i)Naも覗T e 290…2望且
52) ‡ms a T盛 3(1973)Ge n et畳c s 笠:且
53) 触卵S 盈n皇女 B 組96i) Co且d Spring 選a rho TSymp 鮎a舶 Biol 述 .･ 2撞9
54)PeT且酌a 皿 臥 Pa sも姐 ‡ 組968)Bio che 捌思量ophys 泣es Co m 脚ti凸遡 ;656
- 1逢7 -
55) GTice SFJL, 鮎も孤 T a凱 触 T COユi 凱 Ⅰまぬ S, Bick且e 晋 (19 紀) 3 Ba cもeiol 盈 :
312
56) Sa 槻ま T, Naka3
'
im aS, ¥点magis血i S, 朋ま七s地a shi S組975) 昔皿 Dr噸 - ヱm a cもiv aもing
Efl Zy桝e S a nd Anもibioもまc
'
鮎 sistan c e 細i七s uha shi S, 定o siv a且 L, 鑑T C m ery V eds)
pp59SpTi喝 e r- Ve T且ag Be r且in Heideibe TNe 紺Yo Tk
57) GTufldstr6m T, Ja urin ら(1982)Pro cNa七1 且cad Sc呈 USA 写竪:1111
58) Edlund T, Gr 現Slds七rbm T, 愚jo rk G凱
59) Edlt ndT, Grunds七Tb
-
” T, Nor m a rk S
対oT 柑ark S (1980) 月o且 Gen､Gen et180:249
(1979) 招oユG耽 Ge n e七173;115
60) Jatl r呈n 臥 No r 払ark S (1983) Cell 塁 :809
61) Jau Tin a, Gr q ndstr6m T, No r m a rk S (1982) The E拘BO Jo u r n al L :875
62)
1
Fuji トkuriya m a¥, ¥a m a 桝)tO 批 Suga w a T aS (1977) ∫Ba cte rioユ 退L .･ 726
63) C
'
1e 鵬11PB (1972) IBa cte rioli a:667
64) Datta 恥 Eedge s 掛 (1972) ∫ Ge n招ic T Obiol三豊･. 349
65) Bltlmenbe r札 Ya n ofsky C (1982) ∫Ba cte riol 退む :57
66) Hats u m oto 臥 Sa 配i T,
'
Ta E aki T, ¥a m agishi S, 朋its uha shi S(1972) Jaロ i
Hic r obiol皇室:169
67)Ca v alli LL, ede rbe rg I, Lede rbe rg Eガ (1953)∫ Ge nnic r obio18_ ;89
68) Ishibashi札 SugirlO¥, Hir ota 官 (1964) IBacte Tiol萱ヱ:554
69) 恥 TT (1966) Ge netic s 塾 :405
70) Ba chm a nBJ(1983)Flic r obioIPe v盟:180
71) GTa affJD, Fr e u ning PC, S七outha m e nAE (1974)Anto nie
･
v a nLe eu柑血o ek 迎 ;
161
72) 定ichard BG, Ble丑de r舶 , ∫ 8a cteT呈oi118:810
73) Cha ng 且Cy, Cohe nSⅣ (1978) ∫ Ba cterio王134 :1141
- 148-
74) Cohen SN, Cabello 野, Casaぬba n軌 Cha ng AC嘗, Ti耶is 鑑 (且977)‡皿 恥1eculaT
Cioning of 虫e c o 朗bin a nも 脚A (Sc o七も 舶 , 鮎T 皿eT 虫 eds. ) pp35息cade mic pre s s
Ne wYo rk
75) Bo且iv a TF, 設odrigu ez RL, Betla ch 既, Boye T用材 (1977)Gene 乙 :75
76)Daもta 恥 ffedge s 馳 , Sha mEJ, Syke s安臥 設ichm o nd 出潜(1971) ∫Ba c七e riol108:
12 朗
77) Cohe nS凱 Chang ACT, #s ui (19了2) Proc 柑a七1 且c adSci USA旦9:2110
78)Len n o xES (1955)Vir ology L :19O
79) 小関治男 (1972) 細菌･ フ ァ ー ジ遺伝実験法 pp64 共立出版株式会社
80) 且delbe rg EA, ぬndeユ 粍 Chen GCC(1965) Biochem Biohys Re sCo m m u 凸iB;788
81)Boliv a rF, Ba ck舶 n g (1979)門ethods in Er3ZymOl 坦 :2速5
･
182)Womble DD, Taylo rDP, Ro u nd Pfg(1977)I Bacteriol130:148
83)Bimboi別 HC, Poly I (1979)h7u cie ci 且cids Re s1:1513
8鐘) 触yers JA, Sanche zD, El榊e11 LP, Falko 紺S (1976) I Ba cte riol127;15 甜
85)Eckha rdもT(1978) L;584
86)Tanaka T, 馳isblⅦm ち(1975)I Ba cte riol121:35逢
87)Sargent 耶(1968) I Ba c七e riol 生 ;1493
88)Fer r et CJ(1954) 鮎tu r e(Lo ndo n)174;1O12
89) Novick 肝 (1962) Bio che mJ 塾 :236
90) 薄井哲夫､ 高橋都子■(1978) 賓自費紡酸酵素 翌 ;391
91) Smith JT, 恥a七t J招(197連) I Ba cte riol117:931
92)Lo帥Ty O凱 鮎s e nbr ough NJ, Far r 臥 鮎 nda且1 旦J (1951) I BioI Che m且93 :285
93) Sa 槻i T, Takaha shi ‡, Nakajim a凱 冒a B7ag呈shi S(1978)∫ Bacもe riol 135;281
94) De tltS Ch 肝(1967) Ⅰn Methods in lm u n oユog ya nd i附mtln OChe mis七Ty (Willia mCS,
Cha s e洲 eds｡ ) Vol 1p p315旦c ade mic Pr e s sNe 抄¥o rk
- 149-
95) 舷梯通生､ 野口培､ 玉城成東 (1979) Che m othe T apy 21:827
96)Eamio ? Per s o n al c o gTm urlic a七ion
97) La e m mli UL(1970)Natu r e(Lo ndo n) 盟 :680
98) Fairba nks U#, Ste ck 虹, walla cb DH(1971) Bio cherni如 ry 迎 :2606
- 150-
